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Riassunto 
La macroautofagia è un processo dinamico usato per sequestrare e degradare interi 
organelli o proteine mal ripiegate tramite una struttura vescicolare a doppio strato di 
membrana, conosciuta con il nome di autofagosoma, che, unendosi con il lisosoma 
favorisce la degradazione del substrato.  
Negli ultimi anni, è emerso per l’autofagia un ruolo sempre più importante nella 
neuroprotezione. Infatti, la soppressione dell’autofagia conduce a morte cellulare sia 
in vivo che in vitro, mentre induttori dell’autofagia rimuovono gli aggregati proteici e 
riducono la morte cellulare apoptotica. Recentemente è stato appurato come la 
PTEN-induced kinase I (PINK1) risulta essere mutata in forme genetiche di malattia 
di Parkinson. Comunque i meccanismi che collegano PINK1 alla morte di cellule 
dopaminergiche (DA) rimangono sconosciuti. Isoforme distinte di PINK1 hanno 
evidenziato essere attive sia all’esterno che all’interno dei mitocondri. PINK1 
interagisce con la proteina pro-autofagica Beclin1 e con la proteina parkina. 
Lo scopo del presente studio è stato di analizzare in un sistema in vitro la 
modulazione genetica di PINK1 in condizioni basali e dopo trattamento con 
metanfetamina (MA) per valutare: 
1. come la modulazione genetica di PINK1 influenzi i mitocondri  
2. il coinvolgimento di PINK1 nella modulazione dell’autofagia, ed in particolar 
modo della “clearence” mitocondriale (mitofagia);  
3. la presenza nella modulazione del processo autofagico/mitofagico, di un 
reclutamento da parte di PINK1 del marker generale autofagico LC3, della 
proteina pro-autofagica Beclin1, della proteina parkina e dell’ubiquitina; 
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4. la variazione nella sopravvivenza cellulare a seguito degli effetti correlati a 
PINK1. 
A tal proposito abbiamo usato 5 gruppi sperimentali di colture cellulari 
dopaminergiche PC12: pcDNA (vettore vuoto, controllo per PINK1wt e 
PINK1W437X), shSCR (vettore vuoto, controllo per shPINK1), PINK1wt, la forma 
mutata PINK1W437X e shPINK1 (silenziato). Queste cellule sono state studiate sia in 
condizioni basali sia a seguito di esposizione con MA, una neurotossina 
dopaminergica che induce una potente risposta autofagica compensatoria.  
In condizioni basali il gruppo PINK1wt evidenzia un aumento del numero di 
mitocondri totali per cellula, mentre mantiene una percentuale di mitocondri alterati 
uguale al gruppo pcDNA; i gruppi PINK1W437X e shPINK1 evidenziano al contrario 
un aumento della percentuale di mitocondri alterati. A seguito della 
somministrazione di MA il gruppo PINK1wt mantiene un aumentato numero di 
mitocondri totali mentre diminuisce rispetto al gruppo pcDNA la percentuale dei 
mitocondri alterati; l’aumentata percentuale di mitocondri alterati viene mantenuta 
nel gruppo PINK1W437X, ed implementata nel gruppo shPINK1. In condizioni basali 
si assiste nel gruppo PINK1wt all’aumento sia della percentuale di mitocondri 
positivi alla proteina pro-autofagica Beclin1 che del numero di particelle anti-
Beclin1 presenti a livello mitocondriale, al contrario di quanto accade per 
PINK1W437X e shPINK1 che evidenziano una riduzione. A seguito della 
somministrazione di MA viene mantenuto l’andamento riscontrato nelle condizioni 
basali. L’analisi della percentuale di mitocondri positivi alla parkina e alla co-
localizzazione Beclin1-parkina evidenzia nei gruppi PINK1W437X e shPINK1 una 
diminuzione, sia in condizioni basali che a seguito di somministrazione della MA, 
mentre nel gruppo PINK1wt si assiste ad un aumento nella percentuale di mitocondri 
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positivi alla co-localizzazione Beclin1/parkina a seguito di somministrazione di MA. 
Il gruppo PINK1wt mostra un aumento del numero di cluster dell’ubiquitina a livello 
mitocondriale sia in condizioni basali che a seguito della somministrazione della 
MA; il gruppo PINK1W437X evidenzia un aumento dei cluster dell’ubiquitina in 
condizioni basali cui si contrappone una diminuzione a seguito della 
somministrazione della MA; nel gruppo shPINK1 si riscontra invece una 
diminuzione in condizioni basali che viene implementata a seguito della 
somministrazione di MA. In condizioni basali non sono riscontrati cambiamenti tra i 
vari gruppi di trattamento, sia nel numero di vacuoli di tipo autofagico presenti a 
livello cellulare, sia nel numero di molecole del marker autofagico LC3 presenti a 
livello di strutture endomembranose e dei vacuoli di tipo autofagico, diversamente da 
quanto accade a seguito della somministrazione di MA in cui nei gruppi PINK1W437X 
e shPINK1 si assiste ad una diminuzione rispetto ai gruppi di controllo. Infine mentre 
in condizioni basali la percentuale di cellule apoptotiche rimane pressoché inalterata 
tra i vari gruppi di trattamento, a seguito della somministrazione di MA tale 
percentuale risulta diminuita per il gruppo PINK1wt ed aumentata sia nel gruppo 
PINK1W437X che, in modo più eclatante, nel gruppo shPINK1.           
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1 Malattia di Parkinson 
La malattia di Parkinson (MdP) è una tra le più comuni e devastanti malattie 
neurodegenerative del sistema nervoso centrale con una prevalenza che dallo 0,1% 
tra la popolazione di età superiore ai 40 anni sale sino all’1-2% tra gli “over 50”. 
Questa malattia è stata esaminata per la prima volta dal medico britannico James 
Parkinson nel saggio “An essay of the Shaking Palsy” (un saggio sulla Paralisi 
Agitante). Già in questo saggio sono esposti i principali sintomi clinici di tipo 
motorio che caratterizzano questa malattia: tremore a riposo (mani, braccia, gambe, 
mascella e testa), rigidità (degli arti e del tronco), ipo e bradicinesia (lentezza dei 
movimenti) e anomalie posturali. Oltre ai sintomi motori questa malattia è 
accompagnata da sintomi non motori tra cui disturbi autonomici, riguardanti 
principalmente il sistema cardiovascolare, gastrointestinale e urinario, oltre a 
alterazioni di alcune funzioni omeostatiche legate alla termoregolazione come la 
sudorazione e disturbi cognitivi e psichiatrici (Siderowf e Stern 2003; Thomas et al, 
2007). I sintomi motori della malattia sono causati primariamente da una progressiva 
degenerazione dei neuroni dopaminergici della Substantia Nigra pars compacta 
(SNpc), cui fa seguito la perdita di dopamina (DA) nel corpo striato, che è l’area 
bersaglio di questi neuroni DA (Crossman, 1989; DeLong, 1990; Greenamyre, 
1993). Un'altra caratteristica della MdP riguarda la presenza di tipiche inclusioni 
intracitoplasmatiche, debolmente eosinofile, di natura proteica dette corpi di Lewy 
(“Lewy Body”, LB), dal nome di colui che per primo le descrisse (Lewy, 1912).  
Lewy Body 
Oggi sappiamo che i LB sono costituiti da aggregati eterogenei di lipidi e proteine 
che si ritrovano nei neuroni della SNpc sopravvissuti alla neurodegenerazione, e di 
altre aree del sistema nervoso centrale (neuroni della corteccia cerebrale e nuclei 
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colinergici del proencefalo basale) (Braak et al, 1995; Thomas et al, 2007). 
All’interno dei LB i lipidi occupano la porzione centrale, definita core, mentre la 
periferia vede la presenza di elementi filamentosi che comprendono proteine e 
neurofilamenti. Al microscopio elettronico è stata identificata la presenza di due tipi 
di LB: il primo tipo, più comune, costituito da un core fortemente elettrondenso 
circondato da un alone pallido di materiale fibrillare radiale; ed un secondo tipo, 
detto corticale, che appare di densità uniforme essendo costituito prettamente da 
materiale fibrillare (Roy e Wolman. 1969; Forno, 1996; Arima et al.,1998; Schults, 
2006). La componente proteica dei LB è costituita da una proteina chiamata α-
sinucleina, che, essendo la proteina più abbondante, è considerata essere il marker 
specifico di queste inclusioni (Spillantini et al., 1997; Spillantini et al. 1998; Gao et 
al., 2008), e da altre proteine tra cui varie componenti del sistema Ubiquitina 
Proteasoma (“Ubiquitin Proteasome System”, UPS), che insieme al sistema 
autofagico (“autophagy –lysosome pathway”, ALP), è uno dei processi tramite cui la 
cellula elimina proteine mal ripiegate (“misfolded”) o organelli rotti (Meredith et al., 
2004; Fornai et al., 2005; Wood-Kaczmar et al., 2006; Dickson et al., 2009;).   
 
 
 
 
 
Figura 1 Immagine di microscopia elettronica di una cellula nervosa contenente corpi 
di Lewy nel citoplasma. 
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1.1 Forme familiari della Malattia di Parkinson 
Sebbene la maggior parte dei casi sia sporadica (>85%), nell’ultima decade è stato 
osservato come un sottoinsieme di pazienti (5-10%) sia affetto da forme familiari di 
MdP. La scoperta di mutazioni ereditarie in alcuni geni come causa delle forme 
Mendeliane di MdP ha avvalorato il coinvolgimento di fattori genetici nei 
meccanismi patogenetici della malattia. Il possibile ruolo che questi fattori ereditari 
potrebbero svolgere nella patogenesi delle forme sporadiche di MdP è lontano 
dall’essere chiarito, anche se sembrerebbe esserci una condivisione di comuni 
meccanismi patogenetici (Hardy et al., 2003; Thomas et al., 2007). Queste mutazioni 
ereditarie colpiscono una serie di geni che fanno parte della famiglia dei geni PARK 
(Lesage e Brice 2009). Finora è stato appurato il coinvolgimento di 6 geni PARK. 
Due geni PARK mediano forme autosomiche dominanti di MdP e codificano per: 
l’α-synucleina (SNCA o PARK1/PARK4), una proteina presinaptica coinvolta nel 
riciclo delle vescicole sinaptiche, nell’immagazzinamento e nella 
compartimentalizzazione dei neurotrasmettitori, e collegata a strutture membranose 
(Abeliovich et al., 2006); la dardarina, o“Leucine-rich repeat kinase 2” (LRRK2 o 
PARK8), il cui preciso ruolo è sconosciuto. Gli altri 4 geni PARK mediano forme 
autosomiche recessive di MdP e codificano per: la parkina (PARK2), che funziona 
come una “E3 ubiquitin protein ligase” che permette la degradazione di proteine 
“misfolded” da parte del sistema ubiquitina proteasoma; DJ-1 (PARK7), proteina che 
si presuppone agisca come una proteina antiossidante, come un co-attivatore della 
trascrizione o come chaperonina; la “PTEN (phosphatase and tensin homolog)-
induced kinase 1” (PINK1 o PARK6), che sembra rivestire un ruolo importante per 
la funzione mitocondriale; e l’ATP13A2 (“Lysosomal ATP-ase” o PARK9), la cui 
funzione risulta sconosciuta (Abeliovich et al., 2006; Thomas et al., 2007; Dodson et 
al., 2007). Lo studio di questi geni e dei loro prodotti proteici ha aumentato la 
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comprensione dei meccanismi alla base della MdP, evidenziando il coinvolgimento 
nella patogenesi della malattia sia dell’accumulo di proteine misfolded, sia del 
danneggiamento dei due sistemi atti alla rimozione di proteine alterate, misfolded e 
di organelli danneggiati sia del malfunzionamento mitocondriale e dello stress 
ossidativo ad esso correlato (Dodson et al., 2007; Greenamyre et al., 2004; Farrer, 
2006).  
 
Locus  Proteina  Cromosoma  Eredità   Funzione probabile  
PARK1 e PARK4  α-sinucleina  4q21  AD  Proteina presinaptica  
PARK2  Parkina  6q25.2-27  AR  E3 ubiquitin ligase  
PARK6  PINK1  1p35-36  AR  Chinasi mitocondriale  
PARK7  DJ-1  1p36  AR  Chaperone, antiossidante  
PARK8  LRRK2  12p11.2  AD  Sconosciuta  
PARK9  ATP13A2  1p36  AR  ATP-asi lisosomiale  
 
 
1.2 Parkinson e malfunzionamento mitocondriale 
Il ruolo del malfunzionamento mitocondriale è stato suggerito in seguito alla 
accidentale scoperta che tossicodipendenti per uso ricreativo sviluppavano la MdP a 
seguito dell’abuso di MPTP (methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine), il cui 
metabolita tossico, l’MPP+, tramite un assorbimento selettivo all’interno di neuroni 
dopaminergici, va ad inibire il complesso I mitocondriale della catena di trasporto 
degli elettroni. Studi epidemiologici hanno evidenziato che l’esposizione a pesticidi, 
Tabella 1 Geni identificati per la malattia di Parkinson 
AD, Autosomica Dominante; AR,  Autosomica Recessiva  
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rifiuti industriali e ad altre tossine ambientali, che inibiscono la catena respiratoria 
mitocondriale (rotenone e paraquat) e che promuovono la produzione di radicali 
liberi (“reactive oxygen species” o ROS), e neurotossicità (metanfetamina) 
favoriscono la perdita di neuroni dopaminergici e il manifestarsi di sintomi simili a 
quelli della MdP sia nell’uomo che in modelli animali (Gorell et. al., 1998; Langston 
et. al., 1983; Betarbet et al., 2000; Greenamyre et al., 2004; Sherer et al., 2003; 
Fornai et. al., 2004 e 2005; Dodson et al., 2007). Disfunzioni a livello mitocondriale 
sono state diagnosticate nei cervelli di pazienti affetti da MdP (Schapira et al., 2008). 
L’incremento dello stress ossidativo, associato con la deplezione di ATP, 
contribuisce alla riduzione dell’attività dell’UPS e all’aggregazione di proteine 
anormali (Schapira 2006). Studi effettuati su piastrine e sulla SNpc di pazienti affetti 
da MdP hanno evidenziato dei deficit a livello delle subunità e dell’attività del 
complesso I mitocondriale della catena di trasporto degli elettroni (Keeney et. al., 
2006). Un ridotto funzionamento del complesso I mitocondriale è stato osservato 
anche in linee cellulari “cybrid” (ibridi citoplasmatici) che contengono DNA 
mitocondriale di pazienti affetti da MdP (Swerdlow et. al., 1996). Interessante è stata 
la dimostrazione che vari geni che risultano mutati in rare forme ereditarie della MdP 
sono implicati nel funzionamento dei mitocondri e nella resistenza allo stress 
ossidativo: i geni PINK1 e Omi/HtrA2 presentano delle sequenze che hanno un 
target mitocondriale e sembrano avere un ruolo protettivo per questi organelli 
(Valente et al. 2004; Strauss et al. 2005; Plun-Favreau et al. 2007; Wood-Kaczmar et 
al., 2008); i geni Parkina, SNCA, LRRK2 e DJ-1 sono anch’essi associati ai 
mitocondri, ma quale sia il loro ruolo in questi organelli non è stato ancora ben 
chiarito (Canet-Aviles et al., 2004; Smith et al., 2005). 
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1.3 Parkinson e sistemi di degradazione cellulare 
Il sistema ubiquitina proteasoma (UPS) e il processo lisosomiale/autofagico (ALP) 
sono i principali meccanismi intracellulari delle cellule eucariotiche deputati alla 
degradazione delle proteine alterate e degli organelli danneggiati (Rubinsztein 2006). 
Un catabolismo proteico difettoso gioca un ruolo cruciale nella patogenesi della MdP 
e di altre malattie neurodegenerative caratterizzate da aggregazione proteica. Molte 
delle proteine che causano queste proteinopatie (inclusa l’α-synucleina, marker 
specifico dei LB) dipendono in parte per la loro “clearance” dall’UPS e dall’ALP 
(Webb et al., 2003; Cuervo et al., 2004; Lee et al., 2004). Mutazioni dell’α-
synucleina e l’incremento delle concentrazioni intracellulari di α-synucleina non 
mutata sono state associate con il fenotipo della MdP (Krüger et al., 1998; Singleton 
et al., 2003; Zarranz et al., 2004). L’evidenza che questa proteina è degradata da 
entrambi i due processi degradativi indica un possibile legame tra il loro 
malfunzionamento e la manifestazione della malattia (Pan et al., 2008). È stato 
osservato come la clearence di queste proteine da parte dell’ALP possa dipendere 
dalla loro propensione ad aggregarsi: l’inibizione dell’ALP sembrerebbe non avere 
effetto sulla clearence della forma nativa dell’ α-synucleina a differenza di quanto 
avviene per le specie mutate che formano aggregati proteici e che sono causa di 
forme familiari della MdP (Webb et al., 2003). Inoltre è stato dimostrato come l’ALP 
protegga dalla neurodegenerazione causata da proteine tendenti all’aggregazione 
(Ravikumar et al., 2002, 2004a-b). È stato osservato come varie proteinopatie (che 
comprendono la forma sporadica della MdP) sono associate con una diminuita 
attività dell’UPS sia nell’uomo che in modelli cellulari (McNaught et al., 2003). Una 
diminuzione dell’attività dell’UPS sembra essere una peculiarità di molti modelli 
cellulari in cui si formano aggregati intracellulari. È stato ipotizzato che tale 
diminuzione d’attività sia una conseguenza della formazione degli aggregati (Bence  
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et al., 2001). Tuttavia mutazioni che coinvolgono componenti di questo sistema (ad 
es. la Parkina) intervengono nella patologia di forme familiari della MdP (Shimura et 
al. 2000). Il ruolo dell’ALP nella neurodegenerazione associata alla MdP risulta 
ancora di fatto poco chiaro. Sono in aumento le prove che indicano come la via 
autofagica possa essere coinvolta nella MdP. Forme mutanti di α-synucleina 
inibiscono il funzionamento dell’ALP tramite uno stretto legame al recettore sulla 
membrana lisosomiale, confermando l’ipotesi che il danneggiamento dell’ALP sia 
correlato allo sviluppo della MdP (Pan et al., 2008; Cuervo et al., 2004). Il legame 
delle forme mutate di α-synucleina ai recettori blocca probabilmente l’uptake 
lisosomiale inibendo la degradazione sia dell’α-synucleina che di altre proteine. 
Inoltre, è stata osservata la presenza di strutture correlate con l’ALP e un aumento di 
vacuoli autofagici nei neuroni della SNpc di pazienti affetti dalla MdP ed in modelli 
cellulari di MdP (Anglade  et al., 1997; Pasquali et al., 2008). Questi autori hanno 
descritto nei neuroni dopaminergici di pazienti affetti dalla MdP, anche 
modificazioni ultrastrutturali tipiche dell’autofagia. Infatti nella SNpc di reperti 
autoptici provenienti da questi pazienti furono osservati vacuoli simili a lisosomi e il 
reticolo endoplasmatico vacuolato. Inoltre nei neuroni dopaminergici della SNpc di 
pazienti affetti dalla MdP gli autofagosomi che contengono vestigia mitocondriali 
sono positivi per i marcatori degli endosomi (Zhu et al., 2003). Vari studi indicano 
che la degenerazione cellulare nella MdP è correlata con una disfunzione del 
lisosoma (organello coinvolto nel processo autofagico), con conseguente accumulo o 
aggregazione di proteine ed una danneggiata clearance proteica (Meredith et al., 
2002; Webb et al., 2003). Infatti, mutazioni del gene per l’ATP13A2, gene che 
codifica per un’ATPasi lisosomiale, hanno causato un danneggiamento dell’ALP e 
della degradazione della proteina α-synucleina (Ramirez et al., 2006), mentre 
mutazioni nel gene LRRK2, che rappresentano le più comuni cause sia di forme 
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autosomiche dominanti sporadiche che familiari della MdP ad inizio tardivo 
(Gloeckner et al., 2006), sono associate con granuli o vacuoli ingrossati nei neuroni e 
co-localizzano con proteine appartenenti al compartimento endosomiale-lisosomiale 
che fa parte dell’ALP (Chu et al., 2009; Higashi et al., 2009).  
Siccome l’invecchiamento è sia un evento correlato ad un malfunzionamento dei 
sistemi deputati alla clearance proteica (Keller et al., 2004), sia un fattore di rischio 
della MdP (Dauer 2003), si può affermare che il cervello durante l’invecchiamento è 
vulnerabile ad un malfunzionamento dell’ALP. Comunque, nonostante l’aumento 
delle testimonianze a supporto del ruolo attivo svolto dall’autofagia/mitofagia nel 
determinare la neurodegenerazione, non è stato ancora pienamente chiarito il ruolo 
specifico dell’ ALP nella MdP (Ferrucci et al., 2008b).   
Molti studi hanno dimostrato che proteine codificate da geni coinvolti nella 
patogenesi della MdP interagiscono con l’ALP. Questo è il caso delle proteine 
parkina e PINK1 la cui mutazione è tra le più comuni cause che inducono 
un’insorgenza precoce della MdP familiare (Kitada et al., 1998; Valente et al., 2004; 
Ibanez et al., 2006). Recentemente è stato dimostrato che entrambe queste proteine 
sono coinvolte nella regolazione dell’autofagia dei mitocondri alterati (processo 
propriamente conosciuto con il nome di mitofagia). In questo studio, condotto in 
vitro, sembra che la parkina sia reclutata da parte di PINK1 a livello dei mitocondri 
alterati che vengono successivamente degradati tramite mitofagia (Narendra et al., 
2008). Mutazioni omozigoti ed eterozigoti nel locus del gene PINK1 sono la causa 
del Parkinsonismo familiare PARK6, che è indistinguibile dalla forma idiopatica 
della MdP tranne che per un inizio anticipato della malattia. La percentuale di 
mutazioni nel gene PINK1 nei casi autosomici recessivi della MdP a inizio precoce, 
varia dallo 0 al 15%: percentuale che rende PINK1 uno dei geni scatenanti la 
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manifestazione precoce della malattia, secondo solamente alla Parkina (20%) (Ibanez 
et al., 2006). Questi risultati suggeriscono che il Parkinsonismo familiare PARK6 sia 
dovuto ad una perdita di funzione della proteina PINK1 (Valente et al. 2004). Un 
ulteriore studio ha dimostrato che anche i geni DJ1 e sinfilina la cui mutazione 
induce la MdP partecipano all’ALP. L’attività di DJ1 è critica per mTOR e per il 
processamento di LC3 (vedere il paragrafo “Sistema autofagico”), mentre la sinfilina 
è importante per la formazione del fagoforo (Vasseur et al., 2009; Wong et al., 
2008). In definitiva, sembrerebbe che l’ALP possa rivestire un ruolo protettivo 
contro la neurodegenerazione indotta dalla MdP.   
 
 
 
2 Metanfetamina 
La metanfetamina (MA) è una sostanza d’abuso che appartiene alla categoria degli 
psicostimolanti e più precisamente alla classe dei derivati anfetaminici (che 
comprende ad esempio anche la 3,4-methyledioxymethamphetamine, MDMA). Il 
termine “psicostimolante” si riferisce a sostanze che producono, a livello del sistema 
Figura 2 Meccanismi coinvolti nella patogenesi del Morbo di Parkinson 
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nervoso centrale nell’uomo, uno spettro di effetti che comprendono aumento della 
libido, un elevato tono dell’umore, riduzione del sonno, dell’appetito e diminuzione 
della percezione della fatica (Rothman e Baumann, 2003). È stato eseguito un ampio 
utilizzo a livello clinico di tali composti grazie proprio a queste caratteristiche (ad 
esempio nel trattamento dell’obesità, della narcolessia, della depressione e nel 
contrasto della percezione della fatica). Alcuni di questi effetti gratificanti si pensa 
siano dovuti ad un rilascio di DA a livello del nucleo accumbens septi (nAcc) (Wise 
et al., 1992). La MA provoca anche effetti a livello periferico (aumento della 
pressione sanguigna, del battito cardiaco e della respirazione, ipertermia e tremore 
muscolare) e centrale (ansia, insonnia aggressività, paranoia e allucinazioni) 
(Nordahl et al., 2003; Kita et al., 2003). A livello comportamentale si manifestano 
comportamenti stereotipici, anoressia, insonnia, ipereccitabilità ed iperattività (Kita 
et al., 2003). Coloro che abusano di alte dosi di derivati anfetaminici esibiscono dei 
comportamenti tipici della schizofrenia paranoide (Yui et al., 2000).  La 
somministrazione di MA induce inoltre una degenerazione dei terminali DA striatali 
(Seiden et al.1987) che sembra essere DA dipendente poiché è stata osservata una 
diminuzione di questo effetto in seguito all’inibizione della sintesi di DA dovuta a 
co-somministrazione con un inibitore della sintesi di catecolamine (Schmidt et al., 
1985). La conseguenza neurotossica principale della MA consiste nel 
depauperamento delle riserve intraneurali di DA, che induce la degenerazione del 
sistema dopaminergico nigrostriatale caratteristica della MdP (Ricaurte et al., 1982; 
Seiden et al.1987). Negli ultimi anni la tossicodipendenza da MA ha suscitato un 
notevole interesse da parte della comunità scientifica sia a causa dell’aumento del 
suo consumo, tanto negli USA che in Europa, sia in rapporto alla notevole 
dipendenza e agli effetti neurotossici che questa sostanza provoca (Lukas, 1997). La 
relativa facilità di sintesi, che consiste nella riduzione del precursore chimico 
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efedrina, unita alla facile reperibilità sul mercato di questa materia prima ha favorito 
la nascita di molti laboratori clandestini che ogni anno immettono nei circuiti dello 
spaccio quantità considerevoli di MA.  
2.1 Struttura e azione a livello centrale sul sistema 
dopaminergico 
La MA fa parte di una famiglia di composti, le fenetilamine, che presentano una 
struttura chimica comune caratterizzata dalla presenza di un anello β-
feniletilaminico.  
 
Fig 3.Metanfetamina (C10H15N) 
La MA è uno stimolante sintetico che viene prodotto tramite idrogenazione 
dell’efedrina. Il gruppo metilico della MA la rende lipofila, favorendo sia il suo 
passaggio attraverso la barriera ematoencefalica, sia la resistenza alla degradazione 
da parte delle monoamminoossidasi (MAO) (Thrash et al., 2009). Gli effetti sul 
sistema nervoso centrale causati dalla somministrazione di MA si pensa siano dovuti 
ad una interazione con i sistemi centrali monoaminergici. Questa molecola agisce 
come un agonista indiretto, favorendo il rilascio di neurotrasmettitori 
monoaminergici quali la DA, la noradrenalina e la serotonina (Kuczenski et al., 
1995; Sulzer et al., 2005) e bloccando il reuptake di questi neurotrasmettitori a 
livello della sinapsi (Cook et al., 1975). La MA esplica i suoi effetti neurotossici 
soprattutto a livello dei neuroni dopaminergici e di quelli serotoninergici. A 
differenza della cocaina, che aumenta la disponibilità di DA, inibendo il processo di 
ricaptazione sinaptico, la MA induce una maggiore disponibilità di questo 
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neurotrasmettitore a livello della sinapsi attraverso molteplici meccanismi: favorisce 
la liberazione della DA contenuta nelle vescicole del citosol (Brown et al., 2001), 
interagendo con il trasportatore vescicolare VMAT-2 che ha un ruolo critico nel 
sequestrare la DA all’interno delle vescicole (Rau et al., 2006); stimola l’attività 
dell’enzima tirosina idrossilasi (TH), enzima che catalizza la formazione della DA; 
ad elevate concentrazioni agisce anche come un inibitore delle monoamminoossidasi 
(MAO), enzimi deputati alla degradazione della DA (Thrash et al., 2009); infine 
determina una rapida, ma reversibile, riduzione dell’attività del trasportatore della 
DA (DAT), che inverte la direzione del trasporto, a causa dell’aumentata 
concentrazione citosolica della DA, favorendo il rilascio di DA dal terminale 
dopaminergico nel vallo sinaptico (Fleckenstein et al., 1997).  
La sinergia tra questi diversi meccanismi d’azione, fanno della MA un potente 
psicostimolante che si caratterizza inoltre per avere un tempo di emivita superiore a 
quello di molte altre sostanze d’abuso, come ad esempio la cocaina (8-13 ore per la 
MA contro le 1-3 ore per la cocaina). Per questo motivo, la durata degli effetti 
psicologici e comportamentali di questa molecola, sono sensibilmente superiori a 
quelli di molte altre sostanze psicostimolanti. 
2.2 Tossicità indotta da metanfetamina come modello di MdP  
La MA è tossica per i terminali dopaminergici nigrostriatali sia nei modelli animali 
che nell’uomo (Seiden et al., 1987; Davidson et al., 2001; Itzhak et al., 2002; 
Krasnova et al., 2009). La degenerazione dei terminali DA nigro-striatali sembra 
essere DA dipendente poiché è stata osservata sia una diminuzione di questo effetto 
in esperimenti che prevedevano una riduzione/inibizione della sintesi di DA, o un 
blocco del suo rilascio, sia un aumento dell’effetto neurotossico della MA dopo 
trattamento col precursore più immediato della DA, L-DOPA, che ristabilisce i livelli 
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citoplasmatici di DA (Schmidt et al., 1985; Thomas et al., 2008). Anche l’uso di 
inibitori delle MAO, pargilina e clorgilina, che causano anch’essi un aumento dei 
livelli citosolici di DA, aumenta l’effetto neurotossico della MA (Kita et al., 1995). 
Nei topi, iniezioni ripetute di MA inducono una degenerazione massiva del sistema 
nigro-striatale, che si riflette nella diminuzione dei livelli di DA striatale, di acido 3,4 
di-idrossi-fenil-acetico (DOPAC), della tirosina idrossilasi e del trasportatore della 
DA nello striato, nonché in una ridotta attività locomotoria se paragonata con quella 
di topi “wild type”. Inoltre i topi trattati con MA presentano vacuoli citoplasmatici 
nei neuroni della SNpc che si marcano per vari componenti del sistema UP (α-
sinucleina, ubiquitina, l’enzima attivante l’ubiquitina (E1), la Parkina, UCH-L1, e 
“heat shock protein” come HSP40 e HSP70) in modo simile ai LB. Queste 
inclusioni, a differenza dei classici LB, si presentano come corpi multilamellari che 
somigliano a granuli autofagici, e vanno incontro a una progressiva fusione delle 
membrane esterne e allo sviluppo di un core elettrondenso (Fornai et al., 2004). 
Questi effetti della MA sono riproducibili in colture di cellule dopaminergiche PC12, 
che possono essere utilizzate come modello cellulare semplice e riproducibile per lo 
studio degli effetti neurotossici di tale sostanza. Infatti è stato evidenziato che gli 
effetti tossici della MA sono mediati anche dall’ALP, come testimonia la presenza di 
vacuoli citoplasmatici (Cubells et al., 1994; Larsen et al., 2002; Fornai et al., 2004) 
che si marcano per proteine autofagiche (Castino et al., 2008). Inoltre recentemente, 
è stato dimostrato che anche gli abusatori di MA presentano inclusi nei neuroni 
dopaminergici della SNpc (Quan et al., 2005). Pertanto, la MA può essere utilizzata 
come modello sperimentale per lo studio della MdP, in quanto, negli animali da 
esperimento, è in grado di determinare lesioni a livello dei terminali dopaminergici 
nigrostriatali, riproducendo così molte caratteristiche cliniche osservate nei pazienti 
affetti dalla MdP (Gerlach et al., 1996). 
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2.3 Neurotossicità indotta da metanfetamina a livello dei 
terminali dopaminergici 
Gli effetti neurotossici della MA sono legati principalmente alla formazione di specie 
molecolari altamente reattive (ad es. perossido di idrogeno, radicali idrossilici, 
semichinoni e anioni superossido) dovute a processi di auto-ossidazione della DA ed 
al conseguente aumento dello stress ossidativo (Yamamoto et al., 1998). Una prima 
ipotesi postulata sul meccanismo di neurotossicità DA-mediata prevedeva che gli 
elevati livelli di DA extracellulari, prodotti dal trattamento con MA, innescassero 
processi di auto-ossidazione della DA, con conseguente produzione di specie 
molecolari altamente reattive e stress ossidativo (Seiden e Vosmer, 1984; Axt et al., 
1990). Lo stress ossidativo DA-dipendente si pensa abbia inizio però già all’interno 
del terminale dopaminergico, dove la MA altera l’equilibrio della distribuzione di 
DA (Cubells et al. 1994). Dopo essere entrata all’interno del terminale 
dopaminergico tramite il DAT (Schmitt et al. 2010), la MA, essendo una molecola 
cationica parzialmente lipofila, è in grado di diffondere sia all’interno di lisosomi ed 
endosomi, causando “swelling” osmotico e formazione di vacuoli, sia all’interno 
delle vescicole sinaptiche, dove rimpiazza la DA permettendone il rilascio 
intracitosolico (Thrash et al., 2009). La DA nel citosol può o essere rilasciata nel 
vallo sinaptico, tramite il DAT, oppure, non più degradabile dalle MAO, può subire 
un auto-ossidazione con conseguente produzione di perossido d’idrogeno, chinoni e 
semichinoni che a loro volta favoriscono la formazione di altri radicali liberi che 
tramite un meccanismo a feedback positivo causano l’aumento dello stress ossidativo 
(Imam et al., 2001). Le osservazioni di radicali liberi MA-indotti in sinaptosomi 
striatali normali e non in quelli in cui è stata depleta la DA conferma ulteriormente il 
coinvolgimento della DA nella tossicità da MA (Pubill et al., 2005). Altri 
esperimenti hanno evidenziato come la MA agisca alterando l’equilibrio tra la 
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produzione di radicali liberi e la capacità dei sistemi enzimatici antiossidanti di 
bloccare i radicali liberi (Kobeissy et al., 2008). I radicali liberi, una volta formati, 
danno il via a una serie di cambiamenti ultrastrutturali, andando a interagire con gli 
zuccheri, le proteine, i lipidi e il DNA nucleare/mitocondriale (Potashkin e Meredith 
2006). La presenza di elevate concentrazioni di specie altamente reattive e radicali 
liberi all’interno del terminale assonico può alterare il funzionamento dei mitocondri, 
il cui DNA è più sensibile a causa dei limitati processi di riparazione, con 
conseguenti difetti a livello della catena respiratoria, riduzione della produzione di 
energia metabolica, apoptosi ed eventuale morte cellulare (Boveris et al., 2000; 
Riddle et al., 2006; Pubill et al., 2005; Krasnova et al., 2009). D’altra parte i 
mitocondri potrebbero rappresentare potenziali bersagli subcellulari diretti della MA. 
Infatti, sembra che la morte per apoptosi di cellule in coltura indotta da MA, possa 
dipendere da un’interferenza diretta della MA con le funzioni mitocondriali e 
successiva attivazione della via delle caspasi (Lemasters et al., 1999). L’accumulo di 
MA all’interno dei mitocondri, dovuto alla sua natura lipofila (Davidson et al., 
2001), favorisce il dissipamento del gradiente elettrochimico della fosforilazione 
ossidativa, con conseguente inibizione della sintesi di ATP; il decremento del 
potenziale di membrana mitocondriale; alterazione della biogenesi mitocondriale; 
una diminuita azione dei complessi II/IV della catena di trasporto degli elettroni; e un 
incremento della produzione di specie altamente reattive dell’ossigeno (Burrows et 
al., 2000; Brown et al., 2005; Wallace et al., 2005; Wu et al., 2007; Tian et al., 
2009). La MA sembra favorire la morte apoptotica mitocondrio-dipendente, poiché 
causa sia l’aumento di proteine proapoptotiche (Bax, Bad, Bin), sia la diminuzione 
delle proteine anti-apoptotiche Bcl-2 e Bcl-XL con conseguente attivazione della via 
delle caspasi (Jayanthi et al., 2001 e 2004). La formazione di perossido d’idrogeno, 
chinoni, semichinoni e delle relative specie ossidanti, generato dall’auto-ossidazione 
21 
 
della DA, favorirebbe un incremento di proteine ossidate e alterate, tra cui l’α-
sinucleina, che devono essere degradati dai sistemi di detossificazione UPS/ALP. 
Recentemente è stato ipotizzato che si possano formare prodotti altamente tossici tra 
DA-chinoni e α-sinucleina e che questo possa essere un evento biochimico critico 
proprio nella MdP (Conway et al., 2001; Sulzer, 2001). L’accumulo intracellulare di 
prodotti potenzialmente tossici per la cellula, congestionerebbe il lavoro dei sistemi 
UPS/ALP, con conseguente formazione di aggregati di proteine “misfolded”, che 
potrebbero formare inclusioni citoplasmatiche (Iacovelli et al., 2006; Ferrucci et al., 
2008a-b).   
2.4 Neurotossicità da metanfetamina e autofagia 
Il coinvolgimento dell’ALP nella tossicità dopaminergica MA-dipendente è 
testimoniato da vari lavori (Cubells et al., 1994; Larsen et al., 2002; Fornai et al., 
2004). In culture di cellule mesencefaliche DA, di neuroni nigrostriatali DA e di 
cellule PC12, trattate con MA, è stata osservata, a livello citoplasmatico, la 
manifestazione di cambiamenti autofagici MA indotti, come vacuolazione di 
compartimenti endofitici e formazione di inclusioni citoplasmatiche che somigliano a 
vacuoli autofagici (Fornai et al., 2004; Lazzeri et al., 2006; Kanthasamy et al., 
2006). La presenza di tali inclusioni è stata correlata con l’inibizione dell’UPS 
(Lazzeri et al., 2006 e 2007). Sia la presenza di inclusioni che l’inibizione dell’UPS 
sembra essere DA dipendente in quanto entrambe diminuiscono quando è inibita la 
sintesi di DA e aumentano quando viene aumentata la sua sintesi. La formazione di 
queste inclusioni sembra dipendere anche dalla presenza di specie reattive 
dell’ossigeno, poiché inibita tramite l’uso di antiossidanti (Keller et al., 2000; Fornai 
et al., 2003; Fornai et al., 2004; Lazzeri et al., 2007).  Le inclusioni citoplasmatiche 
MA-indotte contengono sia markers proteici dell’ALP (RAB24, LC3, una proteina 
associata ai microtubuli, e Beclin1), sia dell’UPS (α-sinucleina e parkina) (Fornai et 
22 
 
al., 2004; Lazzeri et al., 2007; Castino et al., 2008), favorendo l’ipotesi di una 
corrispondenza funzionale e morfologica tra le inclusioni simili a vacuoli autofagici e 
quelle che contengono α-sinucleina. 
 
Fig 4. Effetti neurotossici della metanfetamina 
 
A causa di tali evidenze si ritiene che laproduzione di specie reattive dell’ossigeno 
causata dall’autoossidazione della DA indotta dalla MA, favorisca l’aggregazione di 
proteine misfolded, cui fa seguito un aumento dell’attività dell’ALP per la protezione 
delle cellule nigrostriatali dalla neurotossicità indotta da MA (Castino et al., 2008). 
Anche in altri studi è stato trovato che l’attivazione dell’ALP a seguito della 
somministrazione di MA gioca un ruolo strategico nel contenere la tossicità cellulare 
(Isidoro et al., 2009; Pasquali et al., 2009). 
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3 Il sistema autofagico 
I principali sistemi che permettono la rimozione di proteine alterate (proteine 
“misfolded”) come abbiamo detto sono il sistema autofagico (ALP) ed il sistema 
ubiquitina-proteasoma (UPS). Mentre l’UPS favorisce la rimozione di proteine con 
una breve emivita (Schwartz e Ciechanover, 2009), l’ALP è selettivamente coinvolto 
nella rimozione di proteine aventi un’emivita più lunga (Schworer et al., 1981), e di 
organelli danneggiati, come i mitocondri (Kim e Klionsky, 2000; Klionsky e Emr, 
2000; Rubinsztein 2006); nel rimodellamento cellulare e nella sopravvivenza a 
seguito di deprivazione di nutrienti. Un catabolismo proteico difettoso gioca un ruolo 
cruciale nella patogenesi della MdP e di altre malattie neurodegenerative 
caratterizzate da aggregazione proteica. L’evidenza che alcune proteine, che risultano 
alterate in alcune di tali malattie, siano degradate da entrambi i processi degradativi 
indica un possibile legame tra il loro malfunzionamento e la manifestazione della 
malattia (Pan et al., 2008). Mentre una riduzione dell’attività autofagica sembrerebbe 
interferire con la degradazione delle proteine e il possibile turnover degli organelli 
cellulari, un suo aumento, al contrario, si è dimostrato capace di facilitare la 
clearence degli aggregati proteici e di promuovere la sopravvivenza delle cellule 
neuronali in numerosi modelli di neurodegenerazione. (Jaeger e Wyss-Coray, 2009). 
In condizioni fisiologiche l’ALP è attiva, anche se in maniera ridotta, e questo 
permette la rimozione di proteine e organuli danneggiati. Quando questa attività è 
parzialmente funzionante i componenti alterati del citoplasma si accumulano 
causando un danno cellulare e alla fine apoptosi (Klionsky e Emr, 2000; Ravikumar 
et al., 2004a-b). Pertanto l’ALP deve essere considerata come un sistema in grado di 
mantenere l’omeostasi cellulare, che contribuisce al turnover di proteine e organelli 
per mantenere la normale fisiologia della cellula. L’ALP occupa quindi una 
posizione decisiva per il metabolismo cellulare e la sua modulazione può 
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rappresentare una strategia terapeutica alternativa per la cura di varie patologie, 
incluse le malattie neurodegenerative.  
3.1 Tipi di autofagia  
L’ALP consiste nella degradazione attraverso via lisosomiale di componenti 
citoplasmatici alterati.  In base ai meccanismi attivati viene distinta in tre forme 
diverse: la macroautofagia, la microautofagia e l’autofagia mediata dalla chaperonine 
(Eskelinen, 2005). Nella macroautofagia, detta anche semplicemente autofagia, le 
porzioni citoplasmatiche che devono essere degradate vengono avvolte da una 
struttura membranosa a doppio strato, che prende il nome di autofagosoma. Questo 
vacuolo limitato da membrana si fonderà successivamente con il lisosoma per dare 
origine a una struttura, l’autofagolisosoma, contenente gli enzimi litici lisosomiali, 
dentro la quale avverrà la demolizione del materiale da degradare. In particolare la 
(macro)autofagia viene attivata in seguito a stress cellulare, dovuto alla carenza di 
risorse energetiche (glucosio ed aminoacidi), di fattori di crescita e di ormoni; oppure 
quando è necessaria la rimozione di componenti intracellulari alterati, quali proteine 
od organelli. L’autofagia riveste un ruolo nella regolazione della crescita cellulare, 
nello sviluppo, se danneggiata, di forme di cancro, nella protezione della cellula 
dall’attacco portato da patogeni intracellulari, e nella regolazione/attuazione della 
morte cellulare programmata di Tipo II (Eskelinen 2008). Tuttavia, essa è attiva 
anche in condizioni basali, anche se in maniera ridotta, favorendo il mantenimento 
dell’omeostasi neuronale (Levine e Klionsky, 2004; Mizushima, 2004; Komatsu et 
al, 2006). Nella microautofagia i lisosomi stessi, tramite un sistema di invaginazioni 
ed evaginazioni tubuliformi della propria membrana, sequestrano una porzione di 
citoplasma attraverso un processo che ricorda la fagocitosi. Tale processo è coinvolto 
nel turnover continuo di costituenti cellulari e nella rimozione degli organelli in 
eccesso (Ahlberg e Glaumann, 1985; Farre e Subramani, 2004). Nell’autofagia 
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mediata dalle chaperonine le proteine citosoliche che possiedono una sequenza 
segnale specifica pentapeptidica sono riconosciute da una “chaperonina” citosolica 
che le trasporta verso le membrane del lisosoma. Dopo essere state riconosciute da 
recettori specifici localizzati sulla membrana del lisosoma sono internalizzate e 
degradate (Dice, 1990; Kiffin et al., 2004; Massey et al., 2006). Quest’ultimo tipo di 
autofagia è il più selettivo, poiché caratterizzato da interazioni molecolari altrettanto 
specifiche, ed è attivato massimamente in condizioni di stress dovuti o a carenza 
nutrizionale (fornendo i substrati per la sintesi di nuove proteine), oppure a stress 
ossidativo (permettendo la rimozione di proteine danneggiate) (Kiffin et al., 2004), 
sebbene abbia un ruolo anche in condizioni fisiologiche nella maggior parte dei 
tessuti.  
3.2 Meccanismi molecolari dell’autofagia 
La complessa macchineria coinvolta nell’ALP è stata soggetto di un’ attenta analisi 
di ricerca: nei lieviti sono stati identificati almeno 50 geni coinvolti nell’ALP di cui 
una trentina sono coinvolti anche in altri processi cellulari (Huang et al, 2002). Vari 
omologhi di questi geni del lievito sono stati identificati nei mammiferi. Nella fase 
d’induzione dell’ALP, a seguito di un segnale induttore, intere porzioni 
citoplasmatiche e organelli vengono sequestrati all’interno di strutture a doppia 
membrana, che costituiscono il fagoforo, che chiudendosi formano un vacuolo detto 
autofagosoma (vacuolo autofagico iniziale, VAi). Le membrane che formano il 
fagoforo derivano da un pool che nei lieviti è detto “Pre-Autophagosomal Structure” 
(PAS), che si pensa derivi dal reticolo endoplasmatico e/o dal trans-Golgi. La fonte 
del PAS nel lievito è sconosciuta, sebbene sia stato individuato un complesso di 
vescicole (“Coat protein complex II(COOpII)-coated vesicles”), che trasportano 
materiale dal RE al complesso di Golgi, che potrebbe essere coinvolto (Eskelinen 
2008). La proteina dei mammiferi Atg5 è collocata sul versante citoplasmatico di 
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piccole strutture membranose che potrebbero costituire l’equivalente del PAS nei 
mammiferi: questa proteina forma dei coniugati con la proteina Atg12 che rivestono 
il fagoforo e che sembrano favorire la curvatura della membrana del fagoforo durante 
la formazione del VAi. La proteina Atg5 non è presente sulle membrane dei VAi 
dopo che è avvenuta la loro formazione (Mizushima et al,. 2003). Il fagoforo 
contiene l’ATG 9 (“autophagy-related protein”), una proteina che lega i lipidi 
necessari per l’accrescimento delle membrane, e il Vps 34 PI3-Kinase di classe III 
(PI3KC3), omologo del VPS34 del lievito, che è un enzima che catalizza la 
formazione del fosfatidil inositolo 3 fosfato, molecola essenziale per il reclutamento 
di proteine necessarie per la formazione del VAi (Marino e Lopez-Otin, 2004; Obara 
et al., 2008). In presenza di segnali induttivi (ad es. mancanza di nutrienti), l’ ATG 9 
passa da un pool periferico (mitocondri e RE) al PAS, dove contribuisce alla 
formazione dei VAi (Webber et al., 2007). Anche il complesso ATg1, costituito nel 
lievito dalla serina/reonina chinasi ATg1 (che ha ULK 1 e ULK2 tra i suoi omologhi 
nei mammiferi) e da altre proteine regolatrici, sembra intervenire in uno stadio 
tardivo della formazione del VAi (Suzuki et al., 2001). Altre proteine sono coinvolte 
nelle prime fasi del processo autofagico per favorire la formazione del VAi. Nei 
mammiferi la proteina LC3 II (“microtubule-associated protein 1 light chain 3”) è 
strettamente connessa con la formazione del VAi, ed è specificatamente associata 
con le membrane interna ed esterna del VAi. Quando è indotta la formazione del 
VAi, la proteina LC3, omologa dell’Atg 8 del lievito, si dissocia dai microtubuli, cui 
è normalmente connessa nella forma inattiva LC3 I (18kDa), e viene coniugata 
covalentemente con un lipide, la fosfatidiltanolamina per dare la forma lipidata LC3 
II (16kDa) (Kabeya et al., 2000). L’analisi della conversione dalla forma inattiva alla 
forma attiva di LC3 e l’utilizzo di topi transgenici che esprimevano una “green 
fluorescent protein-tagged LC3” (GFP-LC3), hanno permesso di valutare 
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l’incremento dell’attività autofagica (Rami et al., 2009). Durante la formazione 
dell’autofagolisosoma LC3 II sembra distaccarsi dalla membrana esterna mentre 
quello che rimane all’interno del VAi viene degradato dai lisosomi (Kabeya  et al., 
2000). La proteina Beclin1, omologa dell’Atg 6 del lievito, e che appartiene al 
complesso enzimatico contenente l’enzima (PI3KC3) e la serina/treonina chinasi 
p150 (che si pensa possa mediare l’associazione del complesso alle membrane), 
risulta fondamentale anch’essa per la formazione del VAi (Eskelinen et al., 2002). Il 
ruolo svolto da questo complesso non è stato ancora chiarito, ma è stato ipotizzato un 
suo ruolo precoce nella trasduzione del segnale che porta alla formazione del VAi, 
che precederebbe quello svolto dal complesso Atg5-Atg12 (Suzuki et al., 2007). 
Beclin1 interagisce con varie molecole che fungono da regolatori positivi dell’ALP, 
come UVRAG (“UV irradiation resistence-associated gene”) e Ambra 1 (Liang et 
al., 2007; Fimia et al., 2007), o negativi, come Bcl-2. Topi trasgenici, in cui Beclin1 
è incapace di legarsi a Bcl-2, presentano un’elevata quantità di autofagia e morte 
cellulare, favorendo l’ipotesi della presenza di un sistema di regolazione importante 
nel tenere sotto controllo l’ALP (Shimizu et al., 2004; Pattingre et al., 2005).  
La maturazione del VAi è un processo caratterizzato da varie fusioni con vescicole 
appartenenti al compartimento endo/lisosomiale. Il VAi può sia fondersi con 
endosomi multivescicolari precoci o tardivi (chiamati anche corpi multivescicolari), 
via preferenziale, formando l’anfisoma (vacuolo autofagico degradativo VAd), che si 
fonde a sua volta con il lisosoma, oppure può fondersi direttamente con il lisosoma 
(come accade nel lievito dove al posto del lisosoma abbiamo però un vacuolo): in 
questo secondo caso diminuisce l’efficienza dell’ALP poiché, mancando il 
preliminare processo di fusione tra il VAi e gli endosomi, durante il quale 
l’autofagosoma riceve costituenti lisosomiali (proteine di membrana, pompe 
protoniche) da parte di vescicole endosomiali contenute negli endosomi tardivi, 
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diminuisce la quantità di enzimi litici e proteasi che al termine del processo 
autofagico si ritrovano nell’autofagolisosoma con conseguente perdita di efficacia 
del processo degradativo (Eskelinen, 2005 e 2008). Durante il passaggio da VAi a 
VAd si assiste ad un incremento dell’acidità all’interno dei vacuoli autofagici (Dunn 
et al., 1990).  Membri della famiglia delle Rab GTPasi, proteine monomeriche che 
legano il GTP e che insieme con le SNARES favoriscono l’attracco e la fusione tra 
organelli membranosi, sono necessarie per una corretta maturazione del VA: in 
condizioni che inducono l’ALP la proteina Rab24, normalmente localizzata in 
compartimenti perinucleari reticolari intermedi tra l’RE e il complesso di Golgi, si 
ridistribuisce sui VA; le proteine Rab 7 e Rab 22 mediano la maturazione del VAd e 
il processo di fusione tra il VA e il lisosoma (Munafo e Colombo, 2002; Marino e 
Lopez-Otin, 2004; Jäger et al., 2004). Il reclutamento di Rab 7 a livello dei VAd è 
ritardato in cellule carenti nelle proteine di membrana lisosomiale LAMP-1 e LAMP-
2 portando ad un accumulo di VAd durante l’induzione dell’ALP (Jäger et al., 2004). 
3.3 Fattori che regolano l’autofagia 
Uno dei modulatori negativi dell’ALP è la proteina serina/treonina chinasi mTOR 
(mammalian Target of Rapamycin) che agisce come sensore della presenza di 
nutrienti ed attiva la sintesi proteica inibendo al contempo l’ALP (Lum et al., 2005).  
mTOR viene attivata quando i livelli intracellulari di inositolo 1,4,5 trifosfato (IP3) 
aumentano per effetto della presenza di nutrienti (Petiot et al., 2000). Al contrario, 
quando si riducono i livelli intracellulari di IP3, mTOR viene inibita con conseguente 
attivazione dell’ALP (Arico et al., 2001). L’inibizione dell’ALP mTOR-mediata 
agisce tramite due meccanismi: in un primo caso è attivata una via di trasduzione del 
segnale che implica modificazione a livelli trascrizionali; in secondo luogo mTOR
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. La via autofagica. Nelle fasi iniziali dell’ALP strutture a doppia membrana che 
derivano dal reticolo endoplasmatico e/o dal trans-Golgi danno origine al fagoforo che 
sequestra porzioni citoplasmatiche. Tale struttura chiudendosi darà origine ad un vacuolo 
detto autofagosoma a cui si associa la forma attivata della proteina LC3 (LC3 II). 
L’autofagosoma potrà seguire due vie:1. fondersi con il lisosoma andando a costituire 
l’autofagolisosoma; 2. fondersi con l’endosoma generando l’anfisoma che successivamente 
fondendosi con il lisosoma formerà l’autofagolisosoma. 
sembra agire direttamente o indirettamente sulle proteine Atg interferendo con la 
formazioni dei VA (Yang et al., 2005). La rapamicina è un farmaco che inibisce 
mTOR e che è stato dimostrato favorire, tramite l’induzione dell’ALP, la 
degradazione di tutte le forme di α-sinucleina, ipotizzando il suo utilizzo nella cura 
della MdP (Pan et al., 2008). Un altro modulatore negativo dell’ALP è rappresentato 
dal sistema PI3-Kinase di classe I (PI3KC1)/protein kinase B (PKB). La fosfatasi 
PTEN, che idrolizza selettivamente l’IP3, stimola l’ALP bloccando questo sistema. 
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Altri fattori svolgono un’azione modulatoria sull’ALP: gli aminoacidi, che sono i 
prodotti finali dell’azione di degradazione proteica autofagica, inibiscono l’ALP 
attraverso un meccanismo retroattivo, mentre la favoriscono se carenti; la mancanza 
di ATP inibisce l’ALP, poiché è necessaria energia metabolica in varie fasi dell’ALP 
(Yang et al., 2005), ed anche un aumento del calcio citosolico induce l’ALP. Vari 
farmaci modulano negativamente l’autofagia inibendo la maturazione del VA: ad 
esempio l’asparagina inibisce la fusione del VA con i lisosomi (Eskelinen 2008). Il 
litio, al contrario, induce l’ALP diminuendo i livelli di IP3 (Sarkar et al., 2005). 
3.4 Autofagia e neurodegenerazione 
In condizioni fisiologiche l’ALP è attiva, anche se in maniera ridotta, e questo 
permette la rimozione di proteine e organuli danneggiati. Quando quest’attività è 
parzialmente funzionante i componenti alterati del citoplasma si accumulano 
causando un danno cellulare e alla fine apoptosi (Klionsky e Emr, 2000; Ravikumar 
et al., 2004a-b). L’ALP può svolgere un ruolo importante in quelle malattie 
neurodegenerative caratterizzate dalla presenza di proteine mysfolded e di aggregati 
proteici come il morbo di Huntington, il morbo di Alzheimer e la MdP (Anglade et 
al., 1997; Qin et al., 2003; Nixon et al., 2005). Vari studi hanno dimostrato che 
un’inibizione o una parziale inattivazione dell’ALP possono portare ad un 
aggravamento dei processi neurodegenerativi (Hara et al., 2006; Komatsu et al., 
2006) per effetto di un accumulo intracellulare di proteine misfolded depositate 
sottoforma di aggregati potenzialmente tossici per la cellula. In queste patologie, 
l’accumulo delle strutture autofagosomali e le alterazioni nel pathway endosoma-
lisosoma sono ben evidenti con microscopia elettronica nei tessuti cerebrali post 
mortem (Nixon et al,. 2005). Il coinvolgimento dell’ALP nella MdP è stato 
dimostrato per la prima volta da Anglade e collaboratori nel 1997 (Anglade et al., 
1997). Questi autori descrissero nei neuroni dopaminergici di pazienti affetti dalla 
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MdP, accanto a cellule apoptotiche, anche cellule presentanti modificazioni 
ultrastrutturali tipiche dell’ALP, come un accumulo di strutture endosomiali e 
autofagosomiali contenenti vestigia mitocondriali (Zhu et al., 2003). Komatsu e 
collaboratori (2006) hanno condotto una serie di esperimenti nei quali si è 
dimostrato, in maniera evidente, che una perdita della funzione autofagica a livello 
del sistema nervoso centrale induce l’attivazione del processo di 
neurodegenerazione, anche se, ancora oggi, poco si conosce sull’esatto ruolo di 
questo meccanismo a livello dei neuroni. In particolare, il loro studio si è concentrato 
sul gene autofagico, Atg7(Autophagy-related 7), che media la formazione dei 
coniugati Atg5-Atg12 e la modificazione dell’LC3, esaminando topi transgenici con 
il sistema Cre-ricombinasi, che permette di effettuare una delezione genica solo ed 
esclusivamente a livello neuronale, proprio allo scopo di individuare il link tra la 
patologia neuronale e la mancanza di ALP, in vivo. Negli animali in cui la proteina 
Atg7 è assente nel Sistema Nervoso Centrale (SNC) si manifestano deficit motori, 
una riduzione della coordinazione motoria, la morte intorno alle 28 settimane di vita 
e, cosa più importante, una massiccia perdita di neuroni sia a livello cerebrale che 
nella corteccia cerebellare. Inoltre, al loro interno si accumulano proteine 
poliubiquitinate sottoforma di inclusioni, che aumentano in numero e in dimensione 
con l’età. Kabuta e collaboratori, utilizzando colture cellulari esprimenti il gene che 
codifica per la superossido-dismutasi di tipo 1 (SOD1) umana mutata, sono riusciti a 
dimostrare per la prima volta che un blocco dei sistemi degradativi intracellulari, 
come l’ALP e l’UPS, determina l’accumulo della SOD1 sottoforma di aggregati 
proteici insolubili causando morte cellulare. Questo risultato dimostra per la prima 
volta che l’ALP può rivestire un ruolo critico nella degradazione delle proteine 
intracellulari alterate impedendone un eventuale accumulo ed esplicando quindi un 
chiaro effetto neuroprotettivo (Kabuta et al., 2006). Oltre alla SOD1, anche gli 
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aggregati di α-sinucleina sono substrato dell’ALP (Cuervo et al., 2004) ed il loro 
accumulo è stato riscontrato nelle inclusioni neuronali di topi utilizzati come modello 
sperimentale di SLA (Morrison et al., 1996; Fornai et al., 2008) e di MdP (Fornai et 
al., 2004). Hetz e colleghi nel 2009 hanno evidenziato che l’inibizione dell’UPS 
causa un massiccio incremento dell’autofagia, che favorisce l’eliminazione di 
aggregati di SOD1 ritardando lo sviluppo della SLA: questo lavoro evidenzia un 
bilanciamento tra i diversi meccanismi di degradazione cellulare (Hetz et al., 2009). 
Un altro aspetto importante riguarda il ruolo critico del complesso autofagosoma-
endosoma-lisosoma nel destino delle cellule neuronali. Analizzando sia l’endosoma 
che la fusione tra endosoma e autofagosoma in alcune patologie neurodegenerative, 
nelle quali questi sono danneggiati, è emerso che disfunzioni a carico di uno dei 
complessi richiesti per il trasporto endosomale, come ESCRT-0, I, II e III o 
l’espressione di una proteina mutante (CHMP4B, substrato di ESCTR-III e associato 
alla demenza frontotemporale), causa un accumulo di autofagosomi e aggregati di 
proteine poliubiquitinate e ritrazione dei dendriti che portano, come risultato finale, 
alla morte neuronale che si osserva nei neuroni corticali maturi in coltura (Lee et al, 
2007). Per tale motivo il potenziamento di questa via potrebbe produrre effetti 
benefici per molte patologie neurodegenerative.  
4 Pink 1 e mitofagia  
La PTEN-induced putative kinase 1 (PINK1) è una serina/treonina chinasi, 
localizzata principalmente a livello mitocondriale, che è mutata in forme 
autosomiche recessive di Parkinson familiare. L’mRNA di PINK1 è molto diffuso 
nei tessuti umani e la proteina PINK1 è espressa costantemente nel cervello dei 
mammiferi, in modo particolare nei neuroni e nei corpi cellulari dei neuroni e della 
glia (Unoki et al. 2001; Gandhi et al. 2006; Taymans et al. 2006). La maggioranza 
delle mutazioni patogeniche nel gene di PINK1 sono localizzate all’interno del 
33 
 
dominio chinasico e includono mutazioni nonsenso, missenso e delezioni che si 
pensa possano ridurre od obliterare l’attività chinasica (Valente et al. 2004; Sim et al. 
2006). PINK1 è una proteina altamente conservata di 581 aminoacidi con un dominio 
chinasico catalitico serina/treonina, una regione N-terminale ed una regione C-
terminale. Pink1 esiste come un dimero in complessi di proteine mitocondriali che 
co-migrano con complessi delle catene respiratorie in gradienti di saccarosio (Liu et 
al., 2009). La “forma matura” di PINK1 (54 kDa circa) deriva dalla scissione della 
“forma a lunghezza intera” (63 kDa circa) avvenuta ad opera di una proteasi 
sconosciuta (Gandhi et al. 2006, Muqit et al. 2006). La regione C-terminale, la cui 
struttura e funzione è altamente conservata, possiede caratteristiche strutturali tali da 
possedere proprietà regolatorie uniche e motivi che governano l’attività fosforilativa 
e la selettività del substrato. Diversi studi hanno dimostrato che il PINK1 
ricombinante può sia subire un’autofosforilazione che fosforilare substrati generici in 
vitro (Beilina et al, 2005,  Sim et al. 2006, Silvestri et al 2005, Plun -Favreau et al. 
2007, Pridgeon et al. 2007): l’attività chinasica sia su proteine mitocondriali che 
citosoliche è fondamentale per la funzione cito-protettiva di PINK1 (Petit et al, 
2005). In aggiunta PINK1 possiede a livello della regione N-terminale un segnale di 
indirizzamento mitocondriale che permette a PINK1 di essere localizzato 
principalmente sulla membrana mitocondriale interna e nello spazio intermembrana, 
nonostante una frazione di PINK1 possa trovarsi nella membrana mitocondriale 
esterna, con il dominio chinasico che si affaccia nel citosol (Valente et al. 2004, 
Silvestri et al. 2005, Gandhi et al., 2006; Zhou et al., 2008). È stata documentata, 
inoltre, la presenza di un pool citosolico di PINK1 (Haque et al., 2008). L’attività di 
ricerca svolta su PINK1 ha progressivamente svelato una varietà di funzioni 
protettive espletate da questa molecola, per le quali si ritiene che essa possa svolgere 
un ruolo chiave a livello cellulare contro la neurodegenerazione (Mills et al., 2008). 
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PINK1 svolge un ruolo cruciale nella regolazione del controllo della salute dei 
mitocondri attraverso la stabilizzazione delle creste mitocondriali, la fosforilazione di 
proteine chaperone, la regolazione del trasporto mitocondriale e la modulazione 
positiva dell’autofagia/mitofagia (Chu 2010). La perdita di funzione di PINK1 in 
modelli di mammiferi e in Drosophila ha rivelato inoltre cambiamenti nell’omeostasi 
mitocondriale del calcio, un danneggiamento del rilascio di DA e della plasticità 
sinaptica, ed una perdita di neuroni dopaminergici (Kitada et al. 2007; Wood-
Kaczmar et al. 2008; Gandhi et al. 2009). Una diminuita attività del complesso I 
della catena respiratoria mitocondriale è stata osservata sia in mitocondri di linee 
cellulari deficienti in PINK1 sia in mitocondri striatali di topi “knockout” per il gene 
PINK1 (Gautier et al., 2008; Morais et al., 2009). Linee cellulari “knockdown” o 
mutate per PINK1 hanno evidenziato una diminuzione nella densità delle creste 
mitocondriali, un danneggiamento della respirazione mitocondriale e della sintesi di 
ATP con conseguente alterazione della funzione proteasomica e aumento 
dell’aggregazione di α-sinucleina (Dagda et al., 2009; Liu et al., 2009). Pridgeon e 
collaboratori nel 2007 hanno dimostrato che PINK1 protegge le cellule dalla morte 
cellulare apoptotica indotta da stress ossidativo sopprimendo il rilascio da parte dei 
mitocondri del citocromo c tramite la fosforilazione del “TNF receptor-associated 
protein1” (TRAP1), una proteina chaperone mitocondriale che interagisce con 
l’Hsp90 e la ciclofilina D, proteina regolatrice dell’apertura del poro di transizione 
della permeabilità mitocondriale (“Permeability Transition Pore”, PTP) (Wang et al. 
2007). Forme mutate di PINK1, tra cui PINK1W437X, diminuiscono del 50% la 
capacità di fosforilare TRAP1 favorendo l’apoptosi indotta da stress ossidativo che si 
può manifestare nella patogenesi della MdP. Questa scoperta suggerisce un possibile 
ruolo di PINK1 nel regolare il corretto ripiegamento e la giusta dislocazione di 
proteine di nuova sintesi (Pridgeon et al. 2007; Wood-Kaczmar et al. 2008), e nel 
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prevenire l’apoptosi come confermato da ulteriori studi in cui la riduzione 
dell’espressione di PINK1 innesca il processo apoptotico (Valente et al. 2004; Petit 
et al. 2005; Deng et al. 2005; Wood-Kaczmar et al. 2008; Gelmetti et al. 2008). 
Recentemente è stato documentato come PINK1 svolga un ruolo cruciale nella 
regolamentazione della clearence mitocondriale cellulare tramite un processo 
autofagico comunemente definito con il nome di “mitofagia” (termine coniato da 
Lemaster e colleghi per descrivere la selettiva rimozione di mitocondri per mezzo di 
vescicole che sono rivestite con l’LC3, marker dell’autofagosoma, omologo della 
molecola Atg8 del lievito) (Kim et al. 2007; Gegg et al. 2010; Tolkovsky et al. 
2009). La mitofagia si pensa abbia un ruolo di primo piano nel mantenere in salute la 
popolazione mitocondriale cellulare attraverso la rimozione di mitocondri non 
funzionanti o depolarizzati, e di mitocondri che producono elevati livelli di ROS, 
prima che questi possano attivare la via apoptotica (Kim et al. 2007). Un lavoro 
effettuato su lievito, in cui è stata identificata sulla membrana mitocondriale esterna 
una proteina, Uth1p, necessaria per il processo mitofagico, ha promosso l’ipotesi 
secondo cui il processo mitofagico sia un processo selettivo nei confronti dei 
mitocondri: in presenza dell’inattivazione del gene Uth 1p, l’autofagia dei 
mitocondri, a seguito del trattamento con rapamicina e della privazione dei nutrienti, 
è diminuita di circa il 50% a differenza dell’autofagia delle proteine citoplasmatiche 
che non ha subito cambiamenti (Kissova et al., 2004). Una dozzina di altre molecole, 
identificate recentemente nel lievito, hanno evidenziato un coinvolgimento nella 
rimozione selettiva dei mitocondri tramite mitofagia: ad esempio l’Aup1 (“ancient 
ubiquitous protein 1”), membro della superfamiglia delle fosfatasi 2C, che ha 
dimostrato di facilitare la mitofagia durante la fase stazionaria di crescita, in 
condizioni di favorita respirazione (Tal et al., 2007); la proteina Atg32, una proteina 
di 60-kDa che attraversa la membrana mitocondriale esterna, che è richiesta per la 
36 
 
mitofagia che avviene in risposta ad una implementata respirazione (Kanki et al., 
2009). PINK1 all’interno del processo di mitofagia ha il ruolo di facilitare la 
clearance dei mitocondri danneggiati attraverso interazioni con le proteine parkina, 
Beclin1, e con la proteasi mitocondriale HtrA2/OMI (Whitworth et al., 2008; Chu 
2010; Michiorri 2010). Recentemente è stato mostrato un coinvolgimento di Beclin1 
nel processo neurodegenerativo: Beclin1 risulta essere cruciale nel ridurre 
l’accumulo e l’aggregazione della β-amiloide e dell’Huntingtina mutata per mezzo 
dell’attivazione dell’autofagia; l’Huntingtina mutata a sua volta recluta Beclin1 
riducendo la sua funzione (Shibata et al. 2006). L’espressione di Beclin1 diminuisce 
in maniera età-dipendente, favorendo una riduzione con l’età dell’autofagia  che può 
contribuire alla progressione di malattie neurodegenerative (Pickford et al. 2008). Il 
coinvolgimento di PINK1 nel processo mitofagico è stato dimostrato in differenti 
modelli sperimentali, in cui è stato evidenziato che la forma “wild type” (wt) di 
PINK1, e non quella derivata da un certo tipo di mutazioni, interagisce strettamente 
con la proteina pro-autofagica Beclin1. In particolare la forma mutata PINK1W437X, 
che possiede delle alterazioni a livello della regione C-terminale che danneggiano 
l’interazione con Beclin1, non aumenta l’induzione dell’ALP, a differenza della 
forma mutata PINK1G309D, che, pur presentando una difettosa attività chinasica, 
mantiene inalterata la capacità di legare Beclin1. Questi risultati individuano una 
nuova funzione di PINK1 rinforzando inoltre il collegamento tra mitofagia e proteine 
coinvolte nei processi neurodegenerativi. Pink1 wt modula positivamente la 
mitofagia sia in condizioni basali che di stress, ed è essenziale per il mantenimento di 
una corretta funzione e morfologia mitocondriale (Michiorri 2010). Recentemente è 
stato scoperto che entrambe le regioni N- e C- terminale di PINK1 sono richieste per 
l’interazione con Beclin1, e che questo legame avviene all’esterno del dominio 
chinasico di PINK1, suggerendo che la “forma a lunghezza intera” di PINK1, e non 
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le 2 isoforme che derivano dalla sua scissione, interagiscono con Beclin1. Inoltre, un 
saggio in vitro sull’attività di PINK1 ha evidenziato che Beclin1 non viene 
fosforilata direttamente da PINK1 wt (Michiorri 2010). Negli ultimi anni è stata 
documentata la presenza e l’interazione di PINK1 e della proteina parkina all’interno 
di un comune pathway metabolico che interviene nel mantenere l’integrità 
mitocondriale, attraverso i processi della mitofagia e dell’UPS (Lemasters et al., 
2005; Park et al.,2006; Clark et al.,2006; Poole et al.,2008; Koh e Chung, 2010; 
Springer and Kahle, 2011; Narendra et al., 2011; Youle and Narendra, 2011; Deas et 
al., 2011; Chan et al., 2011; Choo et al., 2011). La Parkina è una “E3 ubiquitin-
protein ligase” citosolica, costituita da 465 aminoacidi, espressa in molti tessuti e tipi 
cellulari, che regola la poliubiquitinizzazione e la conseguente degradazione 
proteasomica di varie proteine (Sha et al.,2010). In parecchi tipi di colture cellulari, 
inclusi i neuroni, è stato osservato che dopo l’induzione di stress mitocondriale, 
ottenuto utilizzando “mitochondrial uncouplers” (che agiscono diminuendo il 
gradiente elettrochimico di membrana utilizzato per produrre l’ATP), la parkina 
traslocava dal citosol ai mitocondri danneggiati (Narendra et al., 2008). In 
Drosophila la perdita di funzione della Parkina o di PINK1 causa una diminuzione 
della durata della vita, deficit motori, anomalie mitocondriali e degenerazione 
muscolare e dei neuroni dopaminergici. L’utilizzo di PINK1 e Parkina in Drosophila 
ha dimostrato inoltre che PINK1 agisce a monte della Parkina in questa via 
metabolica (Clark et al.,2006; Park et al.,2006; Wang et al. 2006; Yang et al.,2006). 
Recenti studi effettuati su cellule di mammifero confermano un rapporto funzionale 
diretto tra PINK1 e la Parkina, suggerendo che PINK1 agisca favorendo il 
reclutamento della Parkina a livello dei mitocondri direttamente tramite la sua 
fosforilazione (Exner et al.,2007; Kim et al.,2008; Um et al.,2009; Shiba et al.,2009; 
Xiong et al.,2009). Sha e collaboratori nel 2010 hanno dimostrato, utilizzando una 
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linea di cellule dopaminergiche umane (SH-SY5Y), che la fosforilazione della 
Parkina da parte di PINK1 attiva la funzione E3 ligasica della Parkina, che catalizza 
la poliubiquitinizzazione K63-connessa di IKKγ, implicato in una via metabolica 
citoprotettiva (Sha et al.,2010). PINK1 potrebbe interagire e reclutare direttamente la 
parkina o a livello della membrana mitocondriale esterna, o a livello citosolico, a 
seguito del taglio e/o della traslocazione di PINK1 all’esterno dei mitocondri, oppure 
all’interno dei mitocondri (Van Laar et al. 2009). In un modello di danno 
mitocondriale, attuato utilizzando una linea di cellule dopaminergiche umane (SH-
SY5Y), è stato evidenziato che un aumento dell’ubiquitinizzazione di fattori che 
favoriscono la fusione della membrana esterna dei mitocondri (la mitofusina 1, 
MFN-1 e 2, MFN-2), costituisce un evento precoce del processo mitofagico (Twig et 
al. 2008; Gegg et al. 2010): l’ubiquitinizzazione di queste, e di altre, proteine 
mitocondriali sembrerebbe indirizzare i mitocondri verso la degradazione tramite 
mitofagia, favorendo il reclutamento di recettori autofagici che legano l’ubiquitina, 
che, a loro volta, legano simultaneamente componenti dell’autofagosoma quali LC3-
II (Kirkin et al., 2009; Vives-Bauza et al., 2010; Lee et al., 2010; Ziviani et al., 
2010; Youle e Narendra 2011). Anche in altri lavori è stata confermata 
un’interazione genetica di PINK1 e Parkina con componenti che regolano le 
dinamiche mitocondriali, che, attraverso l’interazione con i meccanismi di 
fusione/fissione mitocondriale, favorisce il processo di fissione (Yang et al.,2008; 
Deng et al.,2008). In modelli cellulari di mammifero questa interazione appare meno 
chiara: è stato evidenziato in assenza di PINK1 o della parkina sia un incremento 
della fissione (Lutz et al.,2009;  Sandebring et al.,2009), che un incremento della 
fusione (Gispert et al.,2007). In Drosophila Whitworth e collaboratori nel 2008 
hanno dimostrato come Rhomboid-7, una proteasi mitocondriale che non è stata mai 
associata in precedenza con la MdP, sia richiesta per la scissione delle forme 
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precursori, inizialmente legate alla membrana mitocondriale, di PINK1 e HtrA2/OMI 
nelle loro isoforme solubili che, venendo liberate all’interno dello spazio 
intermembrana e nel citosol, svolgeranno la funzione di protezione dell’integrità 
mitocondriale. HtrA2/OMI agisce geneticamente a valle di PINK1, ma in una via 
indipendente dall’interazione PINK1/Parkina (Whitworth et al.,2008).   
 
Fig 6. Parkinson genetico e mitofagia. 
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5 Scopo del lavoro 
Lo scopo di questo studio è stato quello di analizzare, da un punto di vista 
ultrastrutturale, gli effetti della modulazione genetica di PINK1 in condizioni basali e 
dopo trattamento con MA in un sistema in vitro per valutare: 
1. come la modulazione genetica di PINK1 influenzi i mitocondri  
2. il coinvolgimento di PINK1 nella modulazione dell’ALP, ed in particolar 
modo della “clearence” mitocondriale (mitofagia);  
3. la presenza nella modulazione del processo autofagico/mitofagico, di un 
reclutamento da parte di PINK1 del marker generale autofagico LC3, della 
proteina pro-autofagica Beclin1, della parkina e dell’ubiquitina; 
4. la variazione nella sopravvivenza cellulare a seguito degli effetti correlati a 
PINK1. 
6 Materiali e metodi 
Per determinare in dettaglio il ruolo di PINK1, abbiamo utilizzato una coltura di 
cellule dopaminergiche PC12. Questo semplice e riproducibile modello in vitro di 
neuroni dopaminergici permette di modulare l’espressione di PINK1 al fine di 
analizzare gli effetti di questa molecola a livello subcellulare, e di favorire la 
comprensione del ruolo svolto da PINK1 nel processo mitofagico e nella 
sopravvivenza dei neuroni dopaminergici. L’utilizzo della microscopia elettronica a 
trasmissione è uno dei metodi più sensibili per analizzare il compartimento 
autofagico e per descrivere in modo dettagliato la morfologia e i cambiamenti più 
fini che si hanno a livello di organelli subcellulari, quali i mitocondri, specialmente 
quando i risultati ricercati devono essere quantificati. L’uso di specifici markers 
molecolari permette, inoltre, di illustrare la dinamica dell’ALP tramite la 
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localizzazione di specifiche proteine autofagiche in compartimenti subcellulari 
racchiusi da membrane. Per questo studio sono state usate cellule PC12 trasfettate 
con il vettore vuoto pcDNA3.1 (gruppo pcDNA, controllo per PINK1wt e 
PINK1W437X); con il vettore vuoto pSIH1-H1-copGFP (gruppo shSCR, controllo per 
shPINK1); con la forma wt di PINK1, clonata nel vettore pcDNA3.1 (gruppo 
PINK1wt); con la forma contenente la mutazione W437X, clonata anch’essa nel 
vettore pcDNA3.1 (gruppo PINK1W437X); e con la forma silenziata, clonata nel 
vettore pSIH1-H1-copGFP (shPINK1). Le cellule PC12 sono state studiate sia in 
condizioni basali (veicolo) che dopo aggiunta di MA 1µM, neurotossina che induce 
la deplezione di DA e che richiede una forte risposta autofagica compensatoria 
essendo un potente induttore dell’ALP a varie dosi e intervalli di tempo (Fornai et 
al., 2004; Castino et al 2008). È stato documentato che la MA produce una perdita di 
cellule nigrostriatali sia in modelli di topo che in modelli umani, ed induce la 
formazione di inclusioni positive all’ α-synucleina, alla parkina e all’ubiquitina, che 
sono molto simili ai Lewy Bodies in cellule dopaminergiche nigrali. Questi risultati 
sono stati osservati nei cervelli di consumatori cronici di MA, così come in cellule 
PC12 (Larsen et al., 2002; Fornai et al., 2004; Quan et al., 2005). In particolare, la 
MA induce neurotossicità DA-correlata tramite stress ossidativo, incremento e 
aggregazione dell’ α-synucleina e danneggiamento dell’ UPS (Ferrucci et al., 2008a-
b). Inoltre è stato dimostrato che le inclusioni MA-indotte rappresentano granuli 
autofagici contenenti proteine correlate all’ALP come Beclin1, e che il blocco 
autofagico indotto farmacologicamente o geneticamente potrebbe scatenare 
drasticamente nelle cellule PC12 la morte cellulare apoptotica (Castino et al. 2008).    
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6.1 Colture cellulari 
La linea cellulare PC12, derivante da feocromocitoma di ratto, è stata ottenuta dalla 
Sigma (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Le cellule PC12 costituiscono una 
linea cellulare comunemente usata come modello attraverso il quale studiare i 
meccanismi biochimici che sono alla base sia della fisiologia che della degenerazione 
dei neuroni catecolaminergici (Tischler, 2002). Infatti le PC12 presentano molte 
strutture proprie dei neuroni dopaminergici. In particolare, esse contengono l’intero 
apparato di sintesi per la produzione delle catecolamine endogene, soprattutto DA 
(Vaccaro et al., 1980) e i recettori (dopamine tranporter, DAT) per la ricaptazione di 
questo neurotrasmettitore (Sampath et al., 1994). Inoltre, presentano la iso-forma di 
tipo A delle monoaminaossidasi (MAO A) che caratterizza proprio i neuroni 
dopaminergici. (Youdim, 1991). Pertanto, proprio tenendo conto di questi 
meccanismi fisiologici, le colture di cellule PC12 rappresentano un modello che 
consente di poter indagare anche gli effetti neurotossici di sostanze che agiscono 
direttamente sui neuroni dopaminergici centrali, con significative implicazioni per lo 
studio di malattie neurodegenerative che colpiscono proprio i neuroni dopaminergici, 
come ad esempio la MdP. In tal modo è possibile valutare, in questo sistema 
semplice e riproducibile, sia le prime alterazioni molecolari che tutto il processo 
dinamico degenerativo indotto da neurotossine, come la MA.  
6.2 Trattamenti farmacologici 
Le cellule sono state coltivate nel mezzo di coltura RPMI 1640 supplementato con 
10% di horse serum (HS) inattivato al calore, 5% di siero fetale bovino (FBS), 
penicillina (50 IU/ml) e streptomicina (50 mg/ml). Le cellule sono state coltivate in 
fiasche per colture cellulari da 75 cm2 e mantenute a 37 °C in un incubatore 
umidificato al 95 % contenente il 5% di CO2. Il mezzo di coltura è stato cambiato 
ogni 3 giorni e le condizioni sopra descritte sono state mantenute fino al momento 
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del loro impiego. Le cellule sono state utilizzate per gli esperimenti quando si 
trovavano in fase di crescita logaritmica; sono state seminate e coltivate per 24 h, e in 
seguito trasfettate usando il reagente di trasfezione Lipofectamine 2000 (Invitrogen, 
Carlsbad, Ca) secondo le istruzioni di fabbrica. A 24 h di tempo dalla trasfezione, le 
cellule sono state trattate con MA 1µM (gentilmente donati dal Prof. Giusiani del 
Dipartimento di Neuroscienze dell’Università degli Studi di Pisa) per 72 h. I costrutti 
di PINK1 sono stati tutti inseriti al C-terminale con un epitopo HA (“human 
influenza Hemagglutinin”): questo epitopo è comunemente progettato sulle regioni 
N- e C- terminali di una proteina di interesse, così da poterla analizzare e visualizzare 
usando metodi di immunochimica. Per il rilevamento dell’espressione di PINK1, 40 
µg dei campioni sono stati soggetti a SDS-PAGE, e Western blots sono stati valutati 
con anticorpi di ratto anti-HA (Invitrogen). La forma mutata di PINK1 (PINK1W437X) 
è causata da una mutazione nonsenso, W437X, che fa sì che la proteina sia troncata 
in posizione 436, e che, quando trasfettata in cellule di mammifero, produca una 
proteina stabile di circa 48kDA (Silvestri et al., 2005). Per sopprimere l’espressione 
endogena di PINK1 di ratto, sono stati clonati oligonucleotidi senso e antisenso 
(segmento senso: GGAGCAGTTACTTACAGAAGA) in pSIH1-H1-copGFP 
(gentilmente donati dal Dr. Masliah). Inoltre sono state prodotte cellule PC12 
trasfettate con vettore vuoto shSCR che fungeva da controllo.  
Pertanto alla fine abbiamo utilizzato 5 gruppi sperimentali di colture cellulari PC12: 
1- PC12 con il vettore vuoto pcDNA3.1 (pcDNA) 
2- PC12 con il vettore vuoto pSIH1-H1-copGFP (shSCR) 
3- PC12 con il vettore pcDNA3.1 contenente la forma wt di PINK1 (PINK1wt) 
4- PC12 con il vettore pcDNA3.1 contenente la mutazione W437X in PINK1 
(PINK1W437X) 
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5- PC12 con il vettore pSIH1-H1-copGFP contenente un filamento di RNA 
silenziante per PINK1 (shPINK1). 
Tali gruppi sono stati analizzati sia in condizioni basali (veicolo) che dopo aggiunta 
di MA 1µM per 72 ore. Tali trattamenti farmacologici sono stati condotti nel 
laboratorio della professoressa Enza Maria Valente presso l’Istituto Mendel di Roma. 
6.3 Microscopia elettronica a trasmissione (TEM) 
Alla fine dei trattamenti, le cellule PC12 dei vari gruppi sperimentali sono state 
raccolte, centrifugate a 800-1000 giri/min per 5 minuti. Dopo aver rimosso il 
surnatante, ogni pellet è stato lavato in tampone fosfato 0,1 M prima di essere fissato.  
6.3.1 Fissazione 
In una serie di esperimenti pilota, sono state combinate concentrazioni differenti di 
paraformaldeide e glutaraldeide al fine di ottenere la soluzione di fissazione ottimale 
per la tecnica della microscopia elettronica a trasmissione (Fornai et al., 2001). La 
migliore procedura di fissazione per l’immunocitochimica è stata ottenuta con una 
soluzione contenente il 2% di paraformaldeide e lo 0,1% di glutaraldeide in tampone 
fosfato 0,1 M (pH 7,4). In questo modo la copertura degli epitopi antigenici era 
minima, mentre l’assetto del tessuto era preservato permettendo di mantenere 
l’antigenicità del tessuto e la morfologia, sebbene vi fosse una leggera riduzione 
della densità elettrica delle strutture subcellulari. Inoltre, questo metodo di fissazione 
impedisce la manifestazione di artefatti specifici per la TEM e ciò risulta cruciale nel 
nostro studio poiché l’utilizzo di elevate concentrazioni di aldeidi, per intervalli di 
tempo prolungati, determina artefatti nella tecnica della TEM che assomigliano a 
vacuoli autofagici (Bowes e Maser, 1988; Skepper , 2000), che ostacolerebbero 
l’individuazione di autentici autofagosomi. L’intervallo di tempo e la temperatura 
della fissazione sono state stabilite in 1h a 4°C.  
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6.3.2 Post-fissazione ed inclusione 
Dopo vari lavaggi in tampone 0,1 M e dopo aver effettuato una post-fissazione con 
OSO4 1% (Electron Microscope Sciences, Hatfield, PA, USA) in tampone fosfato 0,1 
M, per 1 ora a 4 °C, i campioni hanno subito varie disidratatazioni in alcol etilico a 
concentrazione crescente e sono stati inclusi in resina epossidica. In maniera simile a 
quanto descritto nel precedente paragrafo, queste procedure di post-fissazione e 
inclusione sono state selezionate in base a studi pilota e alla letteratura corrente, al 
fine di fornire la migliore condizione per la conta ultrastrutturale basata su particelle 
d’oro. Infatti, non sono stati applicati i metodi di routine che consistevano in una 
immediata inclusione in resine acriliche di campioni fissati e disidratati, poiché tale 
procedura preservava gli antigeni ma danneggiava il mantenimento del fine assetto 
morfologico. Inoltre, il mero uso di aldeidi non evidenzia in modo chiaro le strutture 
cellulari. Perciò, abbiamo usato una post-fissazione in OSO4. Infatti, l’osmio 
favorisce il contrasto delle strutture subcellulari attraverso la fissazione della 
componente lipidica, quindi soprattutto delle membrane cellulari, permettendo la 
delineazione delle membrane fosfolipidiche all’interno del citoplasma. Questo punto 
è inoltre riportato chiaramente in una review che descrive la TEM come il gold 
standard nello studio dell’autofagia (Swanlund et al., 2010). Inoltre, l’osmio 
permette di preservare i dettagli ultrastrutturali, impedendo, tramite il legame 
dell’osmio alle membrane cellulari, la formazione di artefatti di membrana, descritti 
in precedenza, introdotti durante le successive fasi di disidratazione ed inclusione. 
Dopo essere stati mantenuti per 15 minuti in ossido di propilene, sostanza che 
favorisce la successiva penetrazione della resina epossidica, i campioni vengono 
lasciati overnight in una miscela di ossido di propilene e resina epossidica in 
proporzione 1:1. Il giorno seguente, infine, i campioni vengono inclusi in resina 
epossidica Epon-Araldite (Fluka-Sigma, Svizzera). Questo step della processazione 
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dei campioni è cruciale poiché vari studi finalizzati all’immuno-marcatura di 
compartimenti sub-cellulari raccomandano l’uso di resine acriliche, quali l’LR White 
che incrementa le immunoreazioni. Comunque è stato evidenziato in vari lavori 
come il mantenimento delle strutture sub-cellulari, ottenute con la resina epossidica, 
sia essenziale nel combinare un ottima architettura cellulare con un’accettabile 
integrità degli epitopi antigenici (Bendayan e Zollinger, 1983; D’Alessandro et al., 
2004). La resina è stata ottenuta amalgamando per 15min i seguenti componenti: 
Araldite rossa (AM) o Durcupan (5ml), Epon 812 (6ml), DDSA (14,5ml) ed il 
catalizzatore DMP 30 (0,4ml). L’inclusione dei campioni in resina epossidica 
prevede l’esecuzione delle seguenti fasi: 
• Incubazione in resina per 20 min in stufa a 60 °C, 
• Mantenimento per 20 min a temperatura ambiente 25°C, 
• Incubazione in resina nuova per 10 min in stufa a 60 °C, 
• Inclusione in resina nuova negli stampi 
Con un ago si prelevano i pezzetti e si pongono ad un estremo degli appositi 
stampi, che vengono riempiti con la resina pura, avendo cura di evitare 
stravasi di resina. Gli stampi vengono posti in stufa a 60° a polimerizzare, 
• Mantenimento per 3 giorni in stufa a 60°C. 
Successivamente i blocchetti di resina solidificata, contenenti i campioni cellulari per 
la microscopia elettronica, sono stati lavorati con un bisturi, ottenendo una piramide 
tronca (piramidazione), da cui, con l’ausilio di un ultramicrotomo a lame di 
diamante, LKB mod. “Nova”, sono state ottenute sezioni ultrafini (circa 40 nm di 
spessore), poi contrastate secondo la modalità descritta nel paragrafo seguente. 
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Figura 7. Ultramicrotomo LKB mod. Nova 
6.3.3 Immunoelettromicroscopia-tecniche di post-inclusione 
L’indagine di semplice microscopia elettronica è stata implementata con l’utilizzo di 
anticorpi specifici, al fine di delineare la dinamica della via autofagica/mitofagica. 
Per le indagini immunocitochimiche, i pellet cellulari sono stati processati come 
descritto precedentemente per la microscopia elettronica a trasmissione (TEM), 
eccetto che per la fase del contrasto, che è stata effettuata dopo l’immunomarcatura. 
Gli anticorpi primari utilizzati sono stati: rabbit anti-ubiquitina (Sigma-Aldrich, St 
Louis, Mi, USA), diluito 1:10; mouse anti-Beclin1 (Santa Cruz biotechnology, Santa 
Cruz, CA, USA), diluito 1:10; rabbit anti-LC3 (Santa Cruz), diluito 1:10; rabbit anti-
parkina (Millipore, Temecula, California, Chemicon), diluito 1:75. Gli anticorpi 
secondari, che legano particelle d’oro di vario diametro, sono stati diluiti 1:20. Per la 
doppia marcatura le sezioni sono state incubate contemporaneamente con i due 
anticorpi primari scelti e successivamente con anticorpi secondari specifici (BB 
international) che differivano per il diametro delle particelle d’oro a cui erano legati; 
nello specifico 10 nm e 20 nm.  
L’immunomicroscopia è stata fatta su sezioni incluse in resina, quindi è stato fatto un 
“post-embedding “. In particolare, una volta che le sezioni ultrafini sono state 
48 
 
raccolte su retini di nickel, sono state processate come segue, in accordo a Bendayan 
e Zollinger, 1983: 
1) deosmicazione in sodio metaperiodato (NaIO4 soluzione satura in acqua 
distillata) a temperatura ambiente per 30 minuti in camera umida: questo 
agente ossidante attacca le catene laterali idrofobiche degli alcani delle 
resine epossidiche, rendendo le sezioni più idrofiliche (Causton, 1984), 
favorendo un contatto più intimo tra gli anticorpi coniugati alle molecole 
d’oro e quegli antigeni che sono esposti sulla superficie delle sezioni; 
2) 3 lavaggi in PBS 1X (pH 7,4) ciascuno di 10 minuti; 
3) blocco dei siti antigenici aspecifici con soluzione di goat-serum al 10% e 
saponina allo 0,2% in PBS fresco 1X per 20 minuti a temperatura 
ambiente; 
4) incubazione con singolo anticorpo primario o con due anticorpi primari, al 
fine di ottenere una co-localizzazione (Beclin1/parkina e 
Beclin1/ubiquitina), in soluzione contenente goat-serum 1% e saponina allo 
0,2% in PBS fresco 1X overnight a 4 °C in camera umida;  
5) 3 lavaggi in PBS 1X ciascuno di 10 minuti; 
6) incubazione con l’appropriato anticorpo secondario coniugato a particelle 
d’oro (diametro 10-20 nm), in una soluzione contenente goat-serum all’ 1% 
e saponina allo 0,2% in PBS 1X per 1 ora a temperatura ambiente;. 
7) 3 lavaggi in PBS 1X ciascuno di 10 minuti;  
8) fissazione con glutaraldeide all’1% in PBS 1X per 3 minuti; 
9) lavaggio in acqua distillata per 5 minuti; 
Le sezioni ultrafini sono state poi contrastate con acetato di uranile (soluzione 
saturata in metanolo) e citrato di piombo, e, infine, esaminate al microscopio 
elettronico a trasmissione Jeol Jem 100SX (Jeol, Tokyo, Giappone). Sezioni di 
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controllo sono state ottenute omettendo l’anticorpo primario e incubando solamente 
con l’anticorpo secondario. 
6.4 Valutazione numerica e morfologica dei mitocondri, dei 
vacuoli di tipo autofagico e delle cellule apoptotiche 
Nelle nostre impostazioni sperimentali abbiamo utilizzato pellet cellulari poiché le 
sezioni ultrafini contengono cellule orientate casualmente, costituendo una 
condizione appropriata per il calcolo quantitativo (Yla-Anttila et al., 2009). Per 
l’analisi morfometrica ultrastrutturale, i pellet cellulari sono stati esaminati 
direttamente con il microscopio elettronico a trasmissione ad un ingrandimento di 
6000X in cieco, da due osservatori indipendenti, al fine di distinguere strutture 
subcellulari, quali mitocondri e vacuoli di tipo autofagico, e la presenza di segni 
caratteristici dell’apoptosi (marginalizzazione e condensazione della cromatina, corpi 
apoptotici). Ogni retino conteneva sezioni non consecutive e per ognuno di essi 
abbiamo osservato una media di circa 50 cellule. Abbiamo analizzato un numero tale 
di retini al fine di ottenere una quantità totale di 1000 cellule per ogni gruppo 
sperimentale. Con la semplice microscopia abbiamo contato: (i) il numero totale di 
mitocondri per cellula; (ii) il numero di mitocondri alterati; (iii) il numero totale di 
vacuoli di tipo autofagico e (iv) le cellule apoptotiche. Al fine del riconoscimento di 
un mitocondrio alterato, abbiamo considerato i seguenti parametri: 1. La diluizione 
della matrice che si estende da una piccola area mitocondriale fino all’intera area 
mitocondriale; 2. La presenza di criste mitocondriali disordinate e/o frammentate. La 
percentuale di mitocondri alterati è stata determinata contando il numero di organelli 
anormali (in accordo con i parametri descritti sopra) sul numero totale di mitocondri 
(Fornai et al., 2008). Sia membrane multiple (autofagosomi), contenenti materiale 
citosolico, che strutture membranose elettrondense sono state segnate come vacuoli 
di tipo autofagico in accordo a studi precedenti (Fornai et al., 2004). Abbiamo 
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contato il numero di vacuoli di tipo autofagico per ogni cellula e poi abbiamo 
calcolato il valore medio per cellula. La conta del numero di cellule apoptotiche nei 
differenti gruppi è stata effettuata valutando 20 retini (circa 50 cellule per retino). 
6.5 Conta delle particelle d’oro 
Per la conta delle particelle d’oro nei vari compartimenti (vacuoli autofagici, 
mitocondri e strutture citosoliche endomembranose) delle cellule PC12, sono stati 
scelti a random due blocchi per ogni gruppo sperimentale, i quali sono stati 
ulteriormente tagliati per raccogliere sezioni non consecutive (lasciando uno spazio 
di pochi micrometri tra le sezioni consecutive raccolte) su 20 retini. Poiché le 
strutture biologiche variano nella posizione e nell’orientamento e quindi nell’aspetto 
in base alla posizione e all’orientamento, tutte queste considerazioni possono essere 
superate usando un pellet di cellule in cui ogni cellula può essere trovata in qualsiasi 
posizione ed orientamento. In questo modo ogni orientamento del campione ha una 
medesima probabilità di essere selezionato. Questo ci permette di osservare le 
strutture di interesse indipendentemente dalla loro localizzazione in una specifica 
regione citoplasmatica. Nonostante tale variabilità nell’aspetto dovuto alla 
localizzazione e al posizionamento, i risultati ottenuti da pellet cellulari erano 
altamente ripetibili con piccole variazioni e ovviamente minimi errori standard. La 
conta delle particelle d’oro è stata effettuata come descritto da Lucocq et al. (2004). 
Ciò ci ha permesso di contare direttamente al microscopio elettronico a trasmissione 
selezionando il minimo ingrandimento (15000X) al quale le particelle d’oro (10-20 
nm) e i compartimenti cellulari possono essere chiaramente identificati. Noi abbiamo 
scelto di selezionare casualmente una maglia del retino che contenesse cellule 
marcate. In particolare, iniziando da un lato della maglia del retino, l’intera porzione 
del pellet cellulare sezionato ivi contenuto è stato scansionato contiguamente lungo 
strisce parallele di uguali dimensioni. Selezioni casuali assicurano che la scansione è 
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stata fatta indipendentemente dalla quantità di cellule o dall’intensità dell’immuno-
marcatura con cellule d’oro. In ognuno dei 20 retini analizzati per ciascun gruppo di 
trattamento, abbiamo potuto contare circa 50 cellule. Quindi la conta delle particelle 
d’oro è stata effettuata su un numero totale di 1000 cellule PC12 per ogni gruppo di 
trattamento. La misura della quantità di particelle d’oro (10nm-20nm) è stata 
compiuta in cieco, da due osservatori indipendenti, al microscopio elettronico. 
Beclin1. In ogni cellula abbiamo contato il numero di particelle d’oro anti-Beclin1 
localizzate a livello mitocondriale e abbiamo espresso il valore medio delle particelle 
d’oro a livello mitocondriale per cellula sulle 1000 cellule contate. Parkina. 
Abbiamo effettuato la conta della parkina come descritto sopra per Beclin1. 
Beclin1/parkina co-localizzazione. Abbiamo contato i mitocondri che possedevano 
entrambe le particelle d’oro (10 nm per Beclin1 e 20nm per la parkina). Ubiquitina. 
In ogni cellula abbiamo contato il numero di particelle d’oro anti-Beclin1 localizzate 
a livello dei mitocondri e abbiamo espresso il valore medio delle particelle d’oro 
mitocondriali per cellula sulle 1000 cellule contate. Quando ci riferiamo alla 
localizzazione dell’ubiquitina a livello mitocondriale intendiamo le particelle d’oro 
situate vicino al mitocondrio (massima distanza di 20 nm, corrispondente al diametro 
delle particelle d’oro). Questo è stato fatto in maniera abbastanza differente se 
paragonato con la conta di Beclin1 e parkina poiché la localizzazione mitocondriale 
dell’ubiquitina segue questo disegno. È interessante notare che più alto era il numero 
di molecole di ubiquitina più vicina era la distanza delle particelle d’oro dalla 
membrana mitocondriale estern (da una distanza uguale o minore di 20 nm a una 
distanza pari a 0 nm). Questo è stato riportato nei risultati e, secondo una nostra 
opinione, necessita di una più profonda investigazione in quanto accade tipicamente 
nelle cellule del gruppo PINK1wt, a testimonianza di un forte reclutamento di 
ubiquitina a livello mitocondriale in questo gruppo. LC3. Questa molecola è stata 
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contata sia nei vacuoli autofagici (identificati come riportato sopra e dalle frecce 
delle figure 16A, 16C e 16D) sia sulle strutture endomembranose che sono state 
identificate principalmente come reticolo endoplasmatico e come singole strutture di 
membrana meno definite (come riportato dalle frecce nelle figure 16B).    
6.6 Analisi statistica 
I dati ottenuti dalle analisi morfologiche e biochimiche sono espressi come media di 
tre triplicati. I dati sono stati analizzati usando il test ANOVA seguito dall’analisi di 
Sheffe. L’ipotesi nulla (Ho) è stata rifiutata per p<0,05. 
7 Risultati 
I dati ottenuti per i gruppi pcDNA e shSCR sono completamente sovrapponibili in 
tutte le condizioni sperimentali, quindi ci riferiremo a tali gruppi con il termine 
generico di ”controllo”. 
PINK1 modula il numero di mitocondri alterati (Fig. 8. e 9.) 
Come evidenziato nelle foto della Fig.8, abbiamo osservato notevoli cambiamenti a 
livello mitocondriale nei diversi gruppi cellulari. In condizioni basali sono stati 
osservati nelle cellule pcDNA mitocondri con criste ben preservate e matrice 
elettrondensa (Fig. 8A); come anche nelle cellule PINK1wt (Fig. 8B), mentre, nelle 
cellule PINK1W437X (Fig. 8C) e shPINK1 (Fig. 8D) mitocondri alterati. Questi effetti 
sono espressi quantitativamente dall’analisi morfometrica ultrastrutturale riportata in 
Fig.9. Nelle cellule PINK1wt abbiamo contato un aumento del numero di mitocondri 
(Fig. 9A) che non possedevano alterazioni significative (Fig. 9B). Al contrario, 
abbiamo riscontrato un incremento notevole nella percentuale di mitocondri 
danneggiati nelle cellule del gruppo shPINK1 (Fig. 9B) nonostante il numero totale 
di mitocondri fosse simile a quello del gruppo di controllo (Fig. 9A). La percentuale 
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di mitocondri danneggiati era aumentata anche nelle cellule PINK1W437X sebbene in 
una misura più ridotta (Fig. 9B). Questi cambiamenti mitocondriali indotti da una 
modulazione di PINK1 avvengono già in condizioni basali (veicolo, Fig. 9B); 
comunque, quando queste cellule erano esposte a MA questi effetti erano magnificati 
come riportato dalle fotografie che si trovano sul lato destro della Fig 8 (Figure 8E-
8H). 
 
Fig.8. Cambiamenti dell’ultrastruttura mitocondriale indotti dalla modulazione 
genetica di PINK1 in condizioni basali (veicolo) e dopo somministrazione di MA. A-D. 
Condizioni basali. Una cellula pcDNApresenta mitocondri ben preservati (frecce) con una 
matrice elettrondensa e criste ben organizzate (Fig. A); similarmente una cellula PINK1wt 
mostra normali mitocondri (frecce) con criste ben organizzate e una matrice elettrondensa 
omogenea (Fig B); una cellula PINK1W437X mostra mitocondri con leggere alterazioni 
(frecce) che consistono di una matrice diluita e parecchie criste frammentate (Fig. C); una 
cellula shPINK1 presenta un forte danno dell’architettura mitocondriale (frecce), con perdita 
della matrice e criste scompigliate e con interruzioni (Fig. D). E-H. Somministrazione di 
MA. Una cellula pcDNA con leggere alterazioni ultrastrutturali nei mitocondri (frecce) (Fig. 
E); una cellula PINK1wt con mitocondri ben conformati (frecce) (Fig. F); una cellula 
PINK1W437X con mitocondri (frecce) che possiedono diverse criste frammentate (Fig.G); una 
cellula shPINK1 esibisce mitocondri (frecce) particolarmente colpiti da perdita della matrice 
e criste che presentano interruzioni (Fig. H).  Scale Bars: 0.5 µm       
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Fig.9. La modulazione genetica di PINK1 modifica il numero totale di mitocondri e la 
percentuale di mitocondri alterati in condizioni basali e dopo trattamento con MA. A-
B. Condizioni basali. I grafici indicano il numero totale di mitocondri (Fig. A), e la 
percentuale di mitocondri alterati (Fig. B). In particolare il numero dei mitocondri è 
significativamente aumentato in PINKwt (Fig. A) e la percentuale dei mitocondri alterati è 
aumentata sia nelle cellule PINK1W437X che in shPINK1 (Fig. B).  C-F. Somministrazione 
di MA. Nelle cellule di controllo la MA non influenza il numero totale di mitocondri (Fig. C) 
mentre induce alterazione mitocondriale (Fig. D). I grafici indicano un aumento nel numero 
dei mitocondri (Fig. E) e una diminuzione della percentuale di mitocondri alterati (Fig. F) 
nelle cellule PINK1wt rispetto agli altri gruppi. * p<0.001 vs altri gruppi.  
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Nel dettaglio, nelle cellule di controllo la MA ha prodotto una disorganizzazione 
nell’ultrastruttura mitocondriale (Fig. 8E; Fig. 9D). Tale disorganizzazione risultava 
essere particolarmente severa nel gruppo shPINK1 (Fig. 8H; Fig. 9F), e in quello 
PINK1W437X (Fig. 8G; Fig. 9F). Al contrario, nelle cellule PINK1wt dopo MA, 
abbiamo osservato un aumento del numero di mitocondri ben organizzati (Fig. 8F; 
Fig. 9E; Fig. 9F). 
PINK1 modula la localizzazione mitocondriale di Beclin1 (Fig. 10 e 11). 
Dai dati precedentemente riportati (Figure 8 e 9) si deduce che la modulazione 
genetica di PINK1 abbia un effetto sui mitocondri in condizioni basali e soprattutto a 
seguito della somministrazione di MA. Poiché a livello mitocondriale PINK1 
interagisce con Beclin1, che si suppone essere la proteina innescante la rimozione 
mitocondriale dipendente dall’autofagia, siamo andati a contare le particelle di 
Beclin1 a livello mitocondriale. Nella Fig. 10 sono presentate fotografie che si 
riferiscono a cellule PINK1wt che evidenziano la presenza di mitocondri positivi per 
Beclin1 sia in condizioni basali (Fig. 10A e 10B) sia dopo la somministrazione di 
MA (Fig. 10C e 10D). La conta delle particelle d’oro riportata in Fig. 11 mostra la 
percentuale di mitocondri positivi a Beclin1 (Fig. 11A) e il numero medio di 
molecole d’oro anti-Beclin1 presenti a livello mitocondriale in condizioni basali (Fig. 
11B). Nelle cellule del gruppo PINK1wt c’era un significativo aumento di Beclin1 
mitocondriale paragonato alle cellule del gruppo di controllo (Fig. 11B). 
Diversamente, la localizzazione mitocondriale di Beclin1 risultava 
significativamente ridotta in egual misura nelle cellule del gruppo shPINK1 e di 
quello PINK1W437X (Fig. 11A e Fig. 11B). È interessante notare come tutti questi 
effetti fossero già presenti nelle condizioni basali (veicolo). Quando è stata 
somministrata la MA questi cambiamenti apparivano magnificati (Fig. 11E e 11F). 
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Questo era dovuto agli effetti indotti dalla MA: infatti, nonostante la MA non avesse 
cambiato la quantità di mitocondri positivi a Beclin1 (Fig. 11C), in condizioni di 
controllo, ha comunque prodotto un incremento nel numero medio di particelle d’oro 
anti-Beclin1 a livello mitocondriale (Fig. 11D).   
 
Fig.10. Localizzazione di Beclin1 nelle cellule PINK1wt in condizioni basali e dopo 
trattamento con MA. A-B. Condizioni basali. (Fig. A) Le particelle d’oro anti-Beclin1 
(10nm) sono localizzate sulle cisterne del reticolo endoplasmatico e sulle membrane che 
circondano strettamente un mitocondrio (frecce). (Fig. B) Le frecce indicano particelle d’oro 
anti-Beclin1 poste su una cisterna di reticolo endoplasmatico rugoso vicina ad un 
mitocondrio all’interno del quale le particelle d’oro sono localizzate sulle criste (teste di 
freccia). C-D. Somministrazione di MA. (Fig. C) È visibile un cluster di particelle d’oro anti-
Beclin1 circondato da una membrana (freccia) e singole particelle d’oro a livello delle criste 
mitocondriali (teste di freccia). (Fig. D) In modo simile le particelle d’oro anti-Beclin1 sono 
localizzate sulle criste mitocondriali (testa di freccia) e sulla membrana mitocondriale interna 
(freccia) .  m=mitochondrion; Scale Bars: 0.13µm. 
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Fig.11. La modulazione genetica di PINK1 modifica la distribuzione di Beclin1 a livello 
mitocondriale. A-B. Condizioni basali. I grafici indicano la percentuale dei mitocondri 
positivi a Beclin1 (Fig. A) e il numero medio di particelle d’oro anti-Beclin1 a livello 
mitocondriale (Fig. B). Nelle cellule PINK1wt notiamo un incremento nella percentuale dei 
mitocondri positivi a Beclin1 (Fig. A) e del numero medio delle particelle d’oro anti-Beclin1 
a livello mitocondriale(Fig. B) mentre nelle cellule PINK1W437X e shPINK1 si ha una 
significativa diminuzione nella percentuale dei mitocondri positivi a Beclin1 (Fig. A) e nel 
numero medio di particelle d’oro anti-Beclin1 presenti sui mitocondri (Fig. B). C-F. 
Somministrazione di MA. I grafici indicano la percentuale di mitocondri positivi a Beclin1 
(Fig. C) e del numero medio di particelle d’oro anti-Beclin1 sui mitocondri (Fig. D) nelle 
cellule di controllo. In particolare la somministrazione di MA induce un aumento 
significativo del numero medio di particelle d’oro anti-Beclin1 a livello dei mitocondri (Fig. 
D). La percentuale dei mitocondri positivi a Beclin1 aumenta in PINK1wt, mentre 
diminuisce significativamente in PINK1W437X e in shPINK1 (Fig. E). Un trend simile è 
osservato nel numero medio di particelle d’oro anti-Beclin1 a livello dei mitocondri (Fig. F). 
* p<0.001 vs altri gruppi; # p<0.001 vs pcDNA, shSCR e PINK1wt.    
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PINK1 modula la localizzazione mitocondriale della parkina (Fig. 12). 
La localizzazione della parkina a livello mitocondriale è evidente nelle cellule del 
gruppo pcDNA poiché particelle d’oro sono state individuate sulla membrana 
mitocondriale esterna (Fig. 12A) e sulle criste mitocondriali (Fig. 12A-B). La 
posizione della parkina a livello mitocondriale non cambiava in base alla 
modulazione di PINK1. D’altra parte, gli effetti della modulazione di PINK1 sul 
numero di particelle d’oro anti-parkina ricordavano quelli già descritti per Beclin1 
(Figure 12C e 12E) eccezion fatta per la mancanza di notevoli effetti indotti nelle 
cellule del gruppo PINK1wt sia in condizioni basali (veicolo, Fig. 12C) che a seguito 
di somministrazione di MA (Fig. 12E). Diversamente, come descritto per Beclin1, 
nelle cellule dei gruppi shPINK1 e PINK1W437X si manifestava una significativa 
riduzione rispetto alle cellule di controllo di mitocondri positivi alla parkina sia in 
condizioni basali (Fig. 12C) e, più marcatamente, dopo MA (Fig. 12E). Quest’ultima 
differenza è correlata con l’incremento di parkina prodotto da MA di per sé come si 
nota nelle cellule di controllo (Fig. 12D). Nei gruppi shPINK1 e PINK1W437X, 
descritti in FIG. 12E,.la MA non induce un aumento di parkina così marcato come 
negli altri gruppi di trattamento. 
PINK1 modula la co-localizzazione mitocondriale di Beclin1 e parkina (Fig. 13). 
Siccome si suppone che PINK1 regoli la co-localizzazione di Beclin1 e parkina per 
promuovere la rimozione mitocondriale, a prescindere dalla localizzazione 
mitocondriale di ogni singola proteina, noi abbiamo contato quei mitocondri che 
possedevano sia Beclin1 che la parkina. Come mostrato nelle Figure 13A e 13B, la 
parkina e Beclin1 colocalizzavano sia sulla membrana 
 Fig. 12. La modulazione genetica di PINK1 modifica la distribuzione di parkina a 
livello mitocondriale. A-B. Condizioni basali. Nelle cellule pcDNA le particelle d’oro anti-
parkina sono localizzate prevalentemente sulla membrana mitocondriale esterna (testa di 
freccia)e sulle criste mitocondriali (frecce). C-E. I grafici mostrano la percentuale di 
mitocondri positivi alla parkina. In condizioni basali le cellule PINK1W437X e shPINK1 
mostrano una significativa diminuzione nella percentuale dei mitocondri positivi alla parkina 
(Fig. C). Dopo somministrazione con MA (Fig. D) le cellule di controllo mostrano un 
significativo incremento nella percentuale dei mitocondri positivi alla parkina. La MA 
induce una diminuzione significativa della percentuale dei mitocondri positivi alla parkina 
nelle cellule dei gruppi PINK1W437X e shPINK1 (Fig. E). *p<0.001 vs pcDNA, shSCR e 
PINK1wt. m = mitochondrion; Scale bars: 0.15µm.    
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Fig.13. La modulazione genetica di PINK1 modifica la co-localizzazione di 
Beclin1/parkina a livello mitocondriale. A-B. Cellule PINK1wt trattate con MA. Le 
particelle d’oro anti-parkina (20nm) sono distribuite sulle membrane mitocondriali esterna 
ed interna e sulle criste (frecce), mentre particelle d’oro anti Beclin1 (10nm) sono 
principalmente localizzate sulle criste (teste di freccia). C. Condizioni basali. Il grafico 
mostra una diminuzione significativa nella percentuale dei mitocondri positivi a 
Beclin1/parkina nelle cellule PINK1W437X e shPINK1. D-E. Somministrazione di MA. Il 
grafico mostra l’incremento nella percentuale dei mitocondri positivi a Beclin1/parkina nelle 
cellule di controllo paragonate con il veicolo (Fig.D). Dopo la somministrazione di MA è 
osservato un aumento significativo nella percentuale dei mitocondri positivi a 
Beclin1/parkina nelle cellule PINK1wt mentre una diminuzione significativa è contata nelle 
cellule PINK1W437X e shPINK1 (Fig. E). *p<0.001 vs altri gruppi; # p<0.001 vs pcDNA, 
shSCR e PINK1wt.    m = mitochondrion; Scale Bars: 1,25µm.  
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mitocondriale esterna che su quella interna, e sulle criste mitocondriali. Non sono 
state osservate differenze nella sito-specificità della co-localizzazione mitocondriale 
di parkina e Beclin1 tra i vari gruppi che esprimono differenti genotipi per PINK1 
(non mostrati). Comunque, la quantità di mitocondri che possiedono tale co-
localizzazione è risultata significativamente influenzata dalla modulazione di PINK1. 
In particolare, in condizioni basali (veicolo), non sono stati prodotti effetti nel gruppo 
PINK1wt rispetto alle cellule di controllo (Fig. 13C). Invece, sia le cellule del gruppo 
shPINK1 che quelle del gruppo PINK1W437X possedevano una diminuita quantità di 
mitocondri che presentavano la co-localizzazione Beclin1-parkina (Fig. 13C). Come 
previsto, la MA incrementava di per sé, nel controllo, se paragonata al veicolo, la 
quantità di mitocondri positivi a Beclin1-parkina (Fig. 13D). Comunque, gli effetti 
della MA inducevano un significativo incremento dei mitocondri Beclin1-parkina 
positivi nelle cellule del gruppo PINK1wt rispetto a quelle dei gruppi di controllo, 
fatto che contrasta sensibilmente con la diminuzione osservata nelle cellule dei 
gruppi shPINK1 e PINK1W437X (Fig. 13E).  
PINK1 modula la clusterizzazione mitocondriale dell’ubiquitina (Fig. 14 e 15). 
Al fine di documentare se l’ubiquitinizzazione mitocondriale fosse modificata da 
PINK1 abbiamo contato il numero di molecole di ubiquitina clusterizzata a livello 
mitocondriale. Noi non abbiamo trovato nessun effetto significativo nel numero di 
particelle di ubiquitina localizzate sulla membrana mitocondriale interna (dati non 
mostrati); invece il numero di particelle d’oro per l’ubiquitina a livello della 
membrana mitocondriale esterna era modificato in maniera dipendente 
dall’espressione di PINK1. Quindi, come mostrato in Fig. 14 abbiamo contato il 
numero di particelle d’oro anti-ubiquitina clusterizzate a livello della membrana 
 Fig. 14. Localizzazione ultrastrutturale di molecole di ubiquitina clusterizzata a livello 
mitocondriale. A-D. Somministrazione della MA. (Fig. A) La freccia indica un cluster di 
particelle d’oro anti-ubiquitina (20nm) localizzato in prossimità di un mitocondrio in una 
cellula pcDNA. (Fig. B). La freccia indica un cluster di particelle d’oro anti-ubiquitina sulla 
membrana mitocondriale esterna in una cellula PINK1wt. (Fig. C). La freccia indica 
particelle d’oro anti-ubiquitina vicino ad un mitocondrio in una cellula PINK1W437X. (Fig. D). 
Molecole di ubiquitina sono distribuite come singole particelle vicino a un mitocondrio 
(frecce) in una cellula shPINK1. Ogni fotografia mostra particelle d’oro anti-Beclin1 (10nm, 
teste di freccia). Scale Bars: 1.25 µm. 
 
mitocondriale esterna nei gruppi pcDNA, PINK1wt, PINK1W437X e shPINK1 (Figure 
14A, 14B, 14C e 14D, rispettivamente). In condizioni basali (veicolo) abbiamo 
trovato un marcato incremento di ubiquitina clusterizzata nel gruppo PINK1wt e, 
inaspettatamente, nelle cellule del gruppo PINK1W437X. Invece, nelle cellule del 
gruppo shPINK1 le particelle di ubiquitina clusterizzata risultavano 
significativamente diminuite (Fig. 15A). A seguito del trattamento con MA 
l’incremento dell’ubiquitina nelle cellule del gruppo PINK1wt era magnificato, 
mentre nelle cellule del gruppo PINK1W437X abbiamo ossevato un’inversione
 Fig. 15. La modulazione genetica di PINK1 modifica il numero di molecole di 
ubiquitina clusterizzata a livello mitocondriale. (Fig.A) Il grafico mostra che, in 
condizioni basali, il numero di ubiquitina clusterizzata a livello mitocondriale aumenta nelle 
cellule PINK1wt e PINK1W437X, mentre diminuisce nelle cellule shPINK1. (Fig.B) Dopo 
trattamento con MA il numero di ubiquitina clusterizzata a livello mitocondriale è 
leggermente aumentato nelle cellule del gruppo di controllo rispetto al veicolo. (Fig.C) Dopo 
somministrazione di MA il numero di ubiquitina clusterizzata a livello mitocondriale è 
ingrandito nelle cellule PINK1wt, mentre è ridotto nelle cellule PINK1W437X, risultando 
impercettibile nelle cellule shPINK1. *p<0.001 vs altri gruppi.   
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con una forte riduzione delle particelle di ubiquitina, che risultavano quasi assenti 
nelle cellule del gruppo shPINK1 (Fig. 15C). In particolare quando si comparava 
l’effetto della MA con il veicolo nel controllo, si osservava solo un leggero 
incremento dell’ubiquitina clusterizzata (Fig.15B).  
PINK1 modula i vacuoli di tipo autofagico (Fig. 16 e 17). 
Al fine di valutare se i vacuoli autofagici erano influenzati dalla modulazione di 
PINK1 abbiamo realizzato una conta di queste strutture. In particolare ci siamo 
soffermati sulla comparazione di vacuoli di tipo autofagico, aventi strutture simili, 
rappresentati nella Fig. 16A. Appare che stessi vacuoli possano essere marcati o 
meno per LC3 (Fig. 16A). Questo potrebbe dipendere sia dallo stato dinamico dei 
vacuoli autofagici sia dal livello della sezione ultrafine che può includere o meno 
un’area sufficiente da contenere particelle di LC3 (vedere nei Metodi). In Fig. 16B 
sono mostrate particelle di LC3 sul reticolo endoplasmatico che circonda un 
mitocondrio alterato. Nelle figure 16C e 16D è riportata la localizzazione di LC3 in 
entrambe le membrane, esterna ed interna, di vacuoli autofagici a livelli più precoci 
di maturazione se comparati con quelli raffigurati in Fig. 16A. Le immagini riportate 
sono rappresentative delle strutture (vacuoli di tipo autofagico, e strutture 
endomembranose positive all’LC3) prese in considerazione per la conta (Figure 16 e 
17). In tutti i genotipi di PINK1 abbiamo potuto rilevare queste strutture anche se in 
quantità significativamente differenti. In particolare, quando sono stati considerati i 
vacuoli di tipo autofagico non sono state osservate differenze in condizioni basali tra 
i vari genotipi (veicolo, Fig. 16E). Invece, il trattamento con MA aumentava di circa 
4 volte la quantità di vacuoli di tipo autofagico nel controllo (Fig. 16F). In seguito 
alla somministrazione di MA, le cellule del gruppo PINK1wt possedevano quantità 
di vacuoli di tipo autofagico analoghe a quelle delle cellule del gruppo di controllo 
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(Fig. 16G). Viceversa, nelle cellule dei gruppi PINK1W437X e shPINK1 è stata 
riscontrata una riduzione significativa dei vacuoli di tipo autofagico (Fig. 16G). In 
condizioni basali (veicolo) non sono stati individuati cambiamenti significativi tra i 
gruppi PINK1 né nel numero di particelle d’oro anti-LC3 a livello di strutture 
endomembranose (Fig. 17A) né nel numero di vacuoli autofagici positivi all’LC3 
(Fig. 17B). Diversamente, nel gruppo di controllo la MA aumentava il numero sia 
delle particelle d’oro anti-LC3, presenti sulle strutture endomembranose (Fig. 17C), 
che dei vacuoli autofagici positivi all’LC3 (Fig. 17D). A seguito della 
somministrazione di MA, le particelle d’oro anti-LC3 sulle strutture 
endomembranose non risultavano cambiate nelle cellule del gruppo PINK1wt, 
mentre erano significativamente ridotte nelle cellule dei gruppi PINK1W437X e 
shPINK1 (Fig. 17E). Quando siamo andati a contare i vacuoli di tipo autofagico 
LC3/positivi (Fig. 17F) dopo somministrazione di MA abbiamo riscontrato risultati 
simili a quelli ottenuti contando le particelle d’oro anti-LC3 sulle strutture 
endomembranose (Fig. 17E) ed il numero di vacuoli di tipo autofagico contenuti in 
una cellula (Fig. 16G). Questi dati indicano un trend analogo tra i vacuoli di tipo 
autofagico LC3/positivi e quelli LC3/negativi. Dai dati ottenuti i soli gruppi che 
hanno evidenziato cambiamenti sono stati il gruppo PINK1W437X e soprattutto il 
gruppo shPINK1 dopo MA. 
 Fig. 16.La modulazione genetica di PINK1 influenza la distribuzione dell’LC3. A-D. 
Cellule PINK1wt trattate con MA. Le micrografie mostrano vacuoli di tipo autofagico positivi o meno 
all’LC3. (Fig. A) Sulla sinistra si vede un vacuolo di tipo autofagico (alv) che possiede particelle 
d’oro anti-LC3 (20nm) (freccia); sulla destra si vede un vacuolo di tipo autofagico privo di LC3 
contenente strutture membranose circondate da ribosomi e materiale citoplasmatico. (Fig.B) Particelle 
d’oro anti-LC3 sono localizzate sul reticolo endoplasmatico che circonda un mitocondrio alterato 
(freccia). (Fig. C) La freccia indica particelle d’oro anti-LC3 localizzate sulle membrane interne di 
vacuoli di tipo autofagico a livelli precoci di maturazione. (Fig. D) Le particelle d’oro anti-LC3 
individuano differenti stadi della maturazione dei vacuoli autofagici (frecce). (Fig. E) Il grafico mostra 
il numero di vacuoli di tipo autofagico presenti in condizioni basali. (Fig. F) Il trattamento con MA 
aumenta la quantità di vacuoli di tipo autofagico nelle cellule di controllo rispetto al veicolo. (Fig. G) 
Dopo somministrazione di MA le cellule PINK1wt mostrano una quantità di vacuoli di tipo 
autofagico che è simile a quella delle cellule di controllo mentre il numero dei vacuoli di tipo 
autofagico diminuisce sia nelle cellule con la mutazione PINK1W437X che in quelle shPINK1. 
*p<0.001 vs other groups.  m = mitochondrion; alv = autophagic like vacuole; Scale Bars: 0.25 µm     
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Fig. 17. La modulazione genetica di PINK1 influenza la distribuzione di LC3 sulle 
strutture endomembranose e sui vacuoli di tipo autofagico. A-B. Condizioni basali. I 
grafici non indicano cambiamenti significativi tra i diversi gruppi di trattamento, né per il 
numero di particelle d’oro anti-LC3 presenti su strutture endomembranose (Fig. A), né per la 
quantità di vacuoli autofagici positivi a LC3 (Fig.B). C-F. Somministrazione di MA. Il 
numero di strutture endomembranose positive all’LC3 (Fig. C) e di vacuoli di tipo 
autofagico (Fig. D) è aumentato nelle cellule di controllo. (Fig. E) Il grafico indica che le 
strutture endomembranose positive all’LC3 non cambiano nelle cellule PINK1wt, 
diminuendo significativamente nelle cellule PINK1W437X e in quelle shPINK1. (Fig. F) Il 
grafico mostra risultati simili nella conta di vacuoli di tipo autofagico positivi all’LC3. 
*p<0.001 vs altri gruppi.  
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PINK1 modula la morte cellulare (Fig. 18).     
La Microscopia Elettronica a Trasmissione rappresenta il gold standard per 
discernere a livello cellulare non solamente le strutture connesse alla via autofagica 
ma anche i fenomeni cellulari riconducibili al processo apoptotico. Abbiamo esteso, 
a tal scopo, le nostre conte al numero di cellule apoptotiche presenti nei differenti 
genotipi di PINK1 sia in condizioni basali (veicolo) che a seguito della 
somministrazione di MA. Infatti, è noto che nelle cellule PC12 la somministrazione 
di MA produce una tipica morte apoptotica quando viene danneggiata la via 
dell’autofagia/mitofagia (Castino et al., 2008). Questo può essere visualizzato nelle 
fotografie che mostrano, dopo la somministrazione di MA, una cellula del gruppo 
pcDNA (Fig. 18A); una cellula transfettata con vettore vuoto pSIH1-H1-copGFP 
(shSCR) (Fig. 18B); una cellula PINK1W437X (Fig. 18C); e una cellula shPINK1 (Fig. 
18D). Nelle condizioni basali non sono stati osservati cambiamenti tra i gruppi, dove 
circa il 5% delle cellule sottostavano ad una apoptosi spontanea; solo una leggera 
diminuzione non significativa è stata individuata nelle cellule del gruppo PINK1wt 
(Fig. 18E). A seguito della esposizione alla MA la morte cellulare è aumentata di 
circa il doppio nel gruppo di controllo (Fig. 18F). In queste condizioni la 
modulazione di PINK1 produce effetti drammatici. Infatti nel gruppo PINK1wt la 
percentuale delle cellule apoptotiche era significativamente ridotta, mentre nelle 
cellule dei gruppi PINK1W437X e shPINK1 si è manifestato un aumento consistente 
della morte cellulare indotta da MA (Fig. 18G). È interessante notare come questa 
dose minima di MA (1 µM), che è risaputa produrre un basso numero di cellule 
PC12 apoptotiche (Lazzeri et al., 2007), è convertita in una dose francamente 
citotossica se somministrata a cellule del gruppo shPINK1 (Fig. 18G).   
 Fig. 18. La modulazione genetica di PINK1 altera l’apoptosi indotta da MA. A-D. 
Somministrazione di MA. Una cellula pcDNA possiede un normale aspetto dei 
compartimenti nucleare e citoplasmatico (Fig. A) in modo simile a quanto avviene in una 
cellula shSrc (Fig.B). Una cellula PINK1W437X (Fig.C) mostra marginalizzazione e 
condensazione della cromatina, la presenza di un nucleolo apoptotico, vacuolizzazione del 
citoplasma in maniera simile a ciò che accade a una cellula shPINK1 (Fig.D). E-G. (Fig. E) 
Nelle condizioni basali il grafico non evidenzia cambiamenti nella percentuale delle cellule 
apoptotiche contate. (Fig. F) Dopo la somministrazione di MA la morte cellulare apoptotica 
aumenta significativamente nelle cellule di controllo rispetto al veicolo. (Fig. G) Dopo la 
somministrazione di MA, le cellule PINK1wt mostrano una diminuzione significativa nella 
percentuale delle cellule apoptotiche. * p<0.001 vs altri gruppi; Scale Bars: 2µm.      
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8 Discussione  
Il presente studio indica che l’espressione dei vari genotipi di PINK1 non ha effetto 
sulla quantità di autofagosomi e strutture positive per LC3 in condizioni basali 
mentre dopo MA la mutazione e il silenzia mento di PINK1 inducono una 
diminuzione di tali parametri. Diversamente la clearence mitocondriale è 
estremamente condizionata dai vari genotipi di PINK1. Infatti, nelle cellule del 
gruppo PINK1wt è ridotto il numero di mitocondri alterati in seguito al trattamento 
con MA, mentre nelle cellule dei gruppi shPINK1 e PINK1W437X i mitocondri alterati 
sono aumentati sia in condizioni basali che in seguito alla somministrazione di MA. 
Gli effetti delle isoforme di PINK1 sui mitocondri danneggiati sono strettamente 
connessi alla traslocazione mitocondriale di ubiquitina. Infatti, i cluster di ubiquitina, 
a livello mitocondriale, diminuiscono nelle cellule del gruppo shPINK1, mentre 
aumentano nelle cellule del gruppo PINK1wt. Questi effetti sono già rilevabili in 
condizioni basali e sono magnificati dalla somministrazione di MA. E’ interessante 
osservare come nelle cellule del gruppo PINK1W437X l’ubiquitina mitocondriale 
aumenta leggermente in condizioni basali, ma è drasticamente ridotta in seguito alla 
somministrazione di MA. Questa discrepanza è verosimilmente dovuta a pathways 
alternativi che sono ancora capaci di reclutare ubiquitina nelle cellule del gruppo 
PINK1W437X . È come se in condizioni basali la presenza di una forma mutata di 
PINK1 (PINK1W437X) rendesse ancora capace la cellula di utilizzare meccanismi 
alternativi per promuovere l’ubiquitinizzazione mitocondriale portando ad un 
eccesso di ubiquitina se paragonato con il gruppo di controllo. Questo potrebbe 
dipendere da pathways alternativi di reclutamento della parkina come Omi/HtrA2 
(Yun et al, 2008) o ipoteticamente dal reclutamento di altre ubiquitina ligasi oltre la 
parkina. Comunque, quando il bisogno della rimozione mitocondriale e dell’impiego 
del processo autofagico è in eccesso, a causa della somministrazione di MA, tale 
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meccanismo potrebbe non riuscire nel suo lavoro di compensazione, facendo si che 
l’ubiquitinizzazione mitocondriale risulti deficiente come accade nelle cellule del 
gruppo shPINK1.  
La localizzazione mitocondriale della parkina e di Beclin1, che sono note per la loro 
interazione con PINK1 (Narendra et al., 2008; 2010; Vives-Bauza et al., 2010; Chu 
2010; Michiorri et al., 2010), è simile nelle isoforme di PINK1 se paragonata con 
l’ubiquitina. Infatti, sia la parkina che Beclin1 sono ridotte nelle cellule dei gruppi 
shPINK1 e PINK1W437X sia in condizioni basali che dopo la somministrazione di 
MA. I dati sulla localizzazione mitocondriale di Beclin1 sono simili a quelli per la 
parkina; quando è valutata la co-localizzazione mitocondriale Beclin1/parkina si 
ottengono gli stessi risultati. Ciò suggerisce che i mitocondri alterati che legano 
PINK1 attraverso le sue sequenze mitocondriali (Valente et al., 2004; Strauss et al., 
2005; Plun-Favreau et al., 2007) sono favoriti nel reclutamento mitocondriale sia di 
Beclin1 che di parkina. Tali eventi promuovono la rimozione mitocondriale per via 
mitofagica come suggerito da precedenti studi (Narendra et al., 2008; 2010; Vives-
Bauza et al., 2010; Michiorri et al., 2010). I presenti dati indicano che la 
modulazione genetica di PINK1 modifica la localizzazione mitocondriale di Beclin1 
e della parkina in modo strettamente correlato alle specifiche isoforme di PINK1, 
mentre la localizzazione mitocondriale dell’ubiquitina è leggermente differente. 
Probabilmente ciò è dovuto ai meccanismi di reclutamento dell’ubiquitina 
mitocondriale che sono indipendenti dalla forma intatta di PINK1 poiché essi non 
funzionano nelle cellule del gruppo shPINK1. Perciò, è probabile che la mutazione 
che avviene in PINK1W437X danneggi l’interazione tra PINK1 e Beclin1/parkina, 
risultando però ancora in grado di promuovere vie alternative che favorirscano la 
mitofagia, in grado di condurre al reclutamento mitocondriale dell’ubiquitina in 
presenza di alterazioni a livello mitocondriale. Ci si aspetta che l’efficacia di questi 
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meccanismi alternativi potenziali sia molto più bassa se paragonati con l’attività di 
PINK1 nella forma intatta, poichè tale via alternativa è efficace in condizioni basali 
ma diventa inefficace non appena aumenti la necessità (come accade in presenza di 
MA) quando l’ubiquitinizzazione dei mitocondri è difettosa come nelle cellule del 
gruppo shPINK1. In conclusione, la modulazione genetica di PINK1 produce 
significative differenze nel reclutamento mitocondriale di proteine chiave per la 
mitofagia (Beclin1, parkina e ubiquitina), inducendo cambiamenti significativi nella 
quantità di mitocondri danneggiati. Questo appare già evidente in condizioni basali 
ma è magnificato dalla MA che è noto influenzare queste proteine autofagiche 
(Castino et al., 2008). Nelle cellule del gruppo shPINK1 trattate con MA, dove il 
reclutamento mitocondriale di ubiquitina, parkina e Beclin1 risulta minimo, c’è un 
importante accumulo di mitocondri danneggiati che è accompagnato da un aumento 
considerevole di cellule apoptotiche. Questa condizione ricorda quanto abbiamo 
descritto per le cellule PC12 trattate con MA sotto inibizione farmacologica o 
genetica dell’ALP (Castino et al., 2008). Infatti, in queste condizioni, si ha un 
accumulo di substrati dell’ALP che sono associati con Bax e la conseguente 
induzione dell’apoptosi innescata dai mitocondri alterati. 
I dati di questo studio indicano che il ruolo di PINK1 è prevalentemente correlato a 
quella parte dell’ALP che è dedicata alla rimozione dei mitocondri (mitofagia). 
Infatti, quando markers generali dell’ALP sono stati valutati in condizioni basali non 
sono state individuate differenze significative tra i gruppi di PINK1 né nel numero di 
strutture endomembranose positive all’LC3 né nel numero di vacuoli autofagici 
positivi all’LC3. Questi dati supportano l’ipotesi che PINK1 si comporti come un 
sensore mitocondriale per favorire la rimozione per via autofagica dei mitocondri 
danneggiati (Xilouri e Stefanis, 2011). Solo in questa condizione di aumentato 
reclutamento dell’ALP, promosso dalla MA, abbiamo misurato un incremento di 
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vacuoli autofagici positivi all’LC3, ma tale effetto non è stato modificato nelle 
cellule PINK1wt rispetto al controllo. Solo le forme mutata e silenziata di PINK1 
hanno prodotto una refrattarietà alla stimolazione dell’ALP indotta da MA con una 
diminuzione significativa nel numero di strutture endomembranose positive all’LC3 
e di vacuoli di tipo autofagico se paragonati con le cellule dei gruppi di controllo 
dopo MA. Vale la pena sottolineare che le strutture di membrana positive all’LC3 e i 
vacuoli di tipo autofagico non marcati producono dati sovrapposti. Ciò è coerente 
con la supposizione analizzata nella sezione dei Metodi secondo cui 
l’immunomarcatura con LC3 conferma la natura autofagica di organelli specifici 
(come gli autofagosomi a differenti stadi), che può essere già identificata con la 
microscopia elettronica. In ogni caso, al fine di mantenere un approccio rigido la 
mancanza di LC3 in questi vacuoli ci conduce ad usare la prudente definizione di 
vacuoli di tipo autofagico. La refrattarietà che abbiamo selettivamente osservato 
nelle cellule dei gruppi PINK1W437X e shPINK1, dopo MA, ad incrementare le 
strutture di membrana positive all’LC3 e i vacuoli di tipo autofagico, marcati e non, è 
probabilmente connessa all’enorme quantità di mitocondri alterati che non riescono 
ad essere rimossi durante la somministrazione di MA. Ci si aspetta così che tale 
condizione influenzi la quantità totale di strutture autofagiche positive all’LC3 nella 
cellula. D’altronde, in condizioni basali questi markers non variano 
significativamente tra i vari gruppi di PINK1. Inoltre, la presenza di un elevato 
numero di mitocondri seriamente danneggiati nelle cellule del gruppo shPINK1 
conduce a un significativo aumento di cellule apoptotiche dopo MA. Questa elevata 
percentuale di cellule apoptotiche già dopo la somministrazione di una dose 1 µM di 
MA, è veramente inusuale. Infatti, studi precedenti riportano una bassa percentuale 
(circa l’8%) di cellule apoptotiche dopo 1 µM di MA, mentre è necessario aumentare 
fino a 10-50 µM la dose di MA per ottenere una forte apoptosi nelle cellule PC12 
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(Lazzeri et al., 2007). Ciò è probabilmente dovuto alla necessità di un’efficace ALP 
per contrastare la tossicità da MA. Altri studi dimostrano che sia l’inibizione 
farmacologica (3-metiladenina) che genetica (forme dominanti negative di Vps34), a 
monte della cascata autofagica, producono l’accumulo di substrato autofagico e un 
danneggiamento mitocondriale che conducono all’attivazione dell’apoptosi indotta 
dai mitocondri alterati (Castino et al., 2008; Isidoro et al., 2009; Pasquali et al., 
2009). Perciò, è probabile che la mutazione di PINK1 e soprattutto il silenziamento 
di tale gene produca tali effetti basati sulla persistenza di un gran numero di 
mitocondri alterati. Questo è in linea con il fatto che un basso dosaggio di MA, che 
produce una bassa percentuale di cellule apoptotiche nei gruppi di controllo , si 
trasformi  in una dose citotossica per le cellule del gruppo shPINK1.  
I nostri dati confermano quanto precedentemente riportato da Narendra e 
collaboratori (2010) che suppongono che PINK1 promuova la clearance dei 
mitocondri alterati tramite il reclutamento della parkina a livello mitocondriale al 
fine di iniziare il processo di mitofagia. Infatti, abbiamo trovato che nelle cellule dei 
gruppi shPINK1 e PINK1W437X l’accumulo di mitocondri alterati era associato con 
una diminuzione di mitocondri parkina/positivi.  
Ciò è coerente con i dati presentati recentemente da Vives Bauza et al. (2010) che 
mostrano come la disfunzione mitocondriale, espressa come una caduta del ∆Ψm, 
produca la rilocalizzazione della parkina a livello dei mitocondri cui fa seguito la 
stimolazione dell’autofagia mitocondriale che dipende dall’espressione di PINK1. 
Nel presente studio abbiamo usato la MA al fine di indurre autofagia per meglio 
svelare il ruolo di PINK1. Come previsto, nelle cellule dei gruppi shPINK1 e 
PINK1W437X il numero di mitocondri danneggiati è ulteriormente incrementato dalla 
MA. È interessante notare che, invece, le cellule del gruppo PINK1wt, sotto l’effetto 
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della MA, subivano una marcata riduzione dei mitocondri danneggiati. Tutti questi 
effetti erano paralleli alla percentuale di mitocondri parkina/positivi. 
Abbiamo già affermato nell’Introduzione come il verificarsi di una disfunzione 
sistemica dei mitocondri caratterizza una larga porzione dei pazienti affetti dalla 
MdP (Schapira et al., 2008), e come tossine mitocondriali inducano parchinsonismo 
sia nell’uomo che in modelli animali (Betarbet et al., 2000; Sherer et al., 2003; 
Greenamyre et al., 2004; Fornai et al., 2005; Dodson et al., 2007). Perciò non deve 
sorprendere che le mutazioni di un gene che è critico per la regolazione della quantità 
di mitocondri danneggiati possano produrre la MdP. Questo conferma lo scenario 
patologico per cui il danneggiamento dei sistemi di “clearance” di proteine/organelli 
sia cruciale nella neurodegenerazione della MdP (Farrer 2006; Ferrucci et al., 
2008b). Nel presente studio abbiamo trovato che la presenza della forma intatta della 
proteina PINK1 è critica per la gestione cellulare dei mitocondri: questo è evidente 
dagli effetti che sono stati evidenziati nel numero di mitocondri alterati che sono 
prodotti sia nelle cellule del gruppo PINK1wt o viceversa in quelle dei gruppi 
PINK1W437X e shPINK1. Questo effetto potrebbe essere mediato dall’interazione di 
PINK1 con proteine critiche nello scatenare la rimozione dei mitocondri tramite la 
mitofagia. È risaputo che PINK1 interagisce con proteine specifiche come Beclin1 
(Michiorri et al., 2010; Chu 2010) e parkina (Lemasters et al., 2005; Park et al.,2006; 
Clark et al.,2006; Poole et al.,2008; Koh e Chung 2010; Springer and Kahle 2011). 
Infatti, abbiamo mostrato come nelle cellule del gruppo PINK1wt avvenga un 
aumento sito-specifico a livello mitocondriale sia di Beclin1 che di parkina. Questo 
fenomeno si riferisce inoltre alla co-localizzazione di entrambe le proteine a livello 
mitocondriale. Quando viene analizzata tale co-localizzazione mitocondriale, le 
cellule trasfettate con la forma mutata di PINK1 si comportano in modo simile alle 
cellule prive di PINK1 (riduzione dei mitocondri Beclin1/parkina positivi). 
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Nell’insieme questi dati confermano che PINK1 gioca un ruolo fondamentale e 
specifico come sensore della disfunzione mitocondriale e come propulsore della 
rimozione mitocondriale dipendente dall’autofagia. Questa ipotesi è confermata dalla 
conta stechiometrica delle molecole di ubiquitina che clusterizzano a livello 
mitocondriale. È risaputo come questo processo diriga i mitocondri verso la 
mitofagia: le cellule PINK1wt possiedono ubiquitina mitocondriale clusterizzata che 
non è presente in cellule in cui PINK1 è stato silenziato. Nelle cellule che esprimono 
il genotipo mutato di PINK1 la quantità di questi cluster è ridotta se comparata con il 
controllo ma più elevata di quella osservata nelle cellule in cui PINK1 è stato 
silenziato. Questo suggerisce la presenza di un meccanismo alternativo che permette 
alla forma mutata di PINK1 di clusterizzare l’ubiquitina in assenza del reclutamento 
mitocondriale di Beclin1/parkina. Dovrebbe essere portata a termine un’analisi 
approfondita dei processi molecolari connessi all’attività di PINK1 al fine di 
analizzare questi meccanismi compensatori capaci di mitigare gli eclatanti effetti 
prodotti dalla perdita dell’interazione a livello mitocondriale tra la forma mutata di 
PINK1 e Beclin1/parkina. Le molecole Beclin1/parkina a livello mitocondriale 
seguono una stretta variazione genotipo dipendente che è magnificata dopo MA. 
Questo effetto è considerevolmente attenuato quando si contano i markers generali 
dell’autofagia. Infatti, se osservati in condizioni basali, i vari genotipi di PINK1 non 
producono alcuna variazione significativa né nel numero di particelle di LC3 né nella 
quantità di vacuoli di tipo autofagico positivi o meno all’LC3. Ciò potrebbe essere 
dovuto al fatto che l’aumento della mitofagia prodotto da PINK1wt è diluito da un 
non cospicuo effetto sulla rimozione delle proteine. Questo potrebbe spiegare il 
motivo per cui le cellule del gruppo PINK1wt, mentre possiedono un notevole 
incremento dei mitocondri positivi a Beclin1/parkina e della rimozione dei 
mitocondri danneggiati, non si differenziano significativamente dal controllo quando 
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sono contate le strutture endomembranose LC3 positive e i vacuoli di tipo 
autofagico, sia in condizioni basali che in seguito alla somministrazione di MA.    
Nonostante nella comunità scientifica vi sia un notevole interesse sulla questione di 
PINK1 e la rimozione mitocondriale, è possibile che possa essere coinvolta anche la 
mitocondriogenesi. Infatti, dai dati del nostro studio si può ipotizzare che l’accumulo 
di mitocondri può derivare non solamente da una scarsa clearance di questi organelli 
ma anche da una mitocondriogenesi difettosa che rallenta il turnover delle vecchie 
strutture compromesse. In linea con questo, le cellule del gruppo PINK1wt 
possiedono una struttura mitocondriale specificamente ben conformata (Vives Bauza 
et al., 2010) ed inoltre abbiamo trovato che questo fenotipo promuove caratteristiche 
mitocondriali che potrebbero essere coerenti con un’aumentata mitocondriogenesi. 
Comunque, questa rimane una speculazione stimolata da osservazioni qualitative che 
ci portano a ritenere che la questione PINK1 e mitocondriogenesi dovrebbe essere 
rivolta verso approcci sperimentali appropriati. Per esempio Seibler e collaboratori 
(2011), hanno analizzato la mitocondriogenesi nelle cellule del gruppo PINK1wt.   
Infine, l’importanza dei nostri risultati si estende oltre la MdP poiché la mitofagia è 
un processo che regola il metabolismo cellulare in molti altri sistemi. Inoltre, 
l’aumento eclatante degli effetti dovuti alle alterazioni di PINK1 durante 
l’esposizione alla MA evidenziano il potenziale ruolo di PINK1 nell’abuso da MA. 
Infatti, ci si aspetta che la modulazione di PINK1 possa produrre effetti significativi 
sul consumo di MA. Per esempio il presente studio indica che la tossicità da MA, 
inclusa la morte cellulare, è magnificata dal danneggiamento dell’integrità di PINK1. 
Comunque non si può escludere che anche fenomeni integrativi come le alterazioni 
comportamentali indotte da MA siano da inquadrare sotto l’influenza del 
funzionamento di PINK1.   
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